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(54)Tirre: SEQUENCES DE NUCLEOTIDIQUES CODANT POUR DES POLYPEPTIDES DOTES D'UNE ACTI- 
VITE LARVICIDE VIS-A-VIS DE LEPIDOPTERES 

(57) Abstract 

A nucleotide sequence coding for at 
least one part of the terminal N region of a pht «7i 
polypeptide which exercises a specific toxic 
effect on Lepidoptera of the Noctuidae 
family, preferably on SJittoralis^ is charac- 
terized by its capacity for hybridisation with 
a gene capable of expressing a polypeptide 
exercising a toxic effect on SJittoralis lar- 
vae. 



Ha 



(57) Abrege 

L'invention concerne une sequence 
de nucleotides codant pour au moins une 
panic de la region N-terminale d'un poly- 
peptide toxique de maniere specifique vis-a- 
vis de larves de lepidopteres de la famille 
des Noctuelles, de preference vis-a-vis de 
SJittoralis* caracterisee par sa capacite d'hy- 
bridaxion avec un gene capable d'exprirner 
un polypeptide toxique vis-a-vis de larves 
de SJittoralis. 
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DEMANDE INK TIONALE 
SELON LlPl. AITt 
DE COOPERATION 
EN MATltRE DE BREVETS 

REQUtTE 

LE SOLSSlCNt REQLIERT QUE LA PRtSENTE DEMANDE 

INTERNATIONALE SOIT TRAlT^E CON FORM t M E NT 
AL TRAIU DE COOPERATION EN MATURE DE BREVXTS 


( C«dre reserve j !'oiT:cc recspie^-i 
DEMANDE INTEM-jf^ WaLE N°: 

w 


DATE DU DtPOT 
INTERNATIONAL: 


(Cachet) 

Nom de I'ofTice recepteur el «Demande Internationale PCT»# 


Cote du dossier du deposant ou du mandataire r\f I C iui /A-. 
(indiquee par le deposant s'il le desire) '* Oo 4 0 \ J 


Ctdre No | TITRE DE ^INVENTION 

b^yu^WLbb UL NUCLEOTIDES CODANT POUR DES POLYPEPTIDES DOTES 
D'UNE ACTIVITE LARVICIDE VIS-A-VIS DE LEPIDOPTERES . 


oif?i «n fct n??nffW Q .V-f L S ,° IT 0U N0N * GaLEM E n T INVENTCUR); ETATS DESIGNES POUR LES- 
• UUtL2> IL til DfcPUSANT. Utilise- le present cadre pour indiquer ie deposant ou, s'il y en i plusieurs. Tun d'entre eux S'il y a dIus 
d une personne (celle-ci peut eventuellement *tre une personne morale), comiouer dans le cadre No |H 1 9 

La personne indiquee dans le present cadre est (cocher une seule case): Q deposant et inventeur- deposant seuiement 
Nom *radresse:** 

INSTITUT PASTEUR 

25-28 rue du Dr. Roux 

75724 PARIS CEDEX 15 (France) 



N'umero de telephone: 
(preciser I'mdicatif) 

Pays de la nationality 



Adresse telegraphique : 



Adresse de teiescnpteur: 



Pays du domicile:*" 
FRANCE 

La personne indiquee dans le present cadre est deposant (cocher une seule case) pour: 



FRANCE 



□ 



tous les Etats designes 



tous les Etats designes sauf 
les Etats-Unis d'Amerique 



| "jles Euts-Unis 



d'Amerique seuiement 



□ les Euts indiques dans 
le "Cadre supplemeniaire" 



£^Jf NO III AUTOES DtPOSANTS. LE CAS tCHtANT; (AUTRES) INVENTEURS, LE CAS tCHtANT- ETaTS 
Rf^ G *^ DEPOSANTS (LE CAS ECHtANT). Il convlerit de rtmplir Fn^^JJ^ur 

>as. < 
cadn 

□ 



^^Hf/^n^A-"/ 18 ^ peUl « ventuel i cmcnt *«« u « personne morale). Si les deux sous-cadres ci-apres ne sutT^em plVcominu?r dan's' 
util.ser un^feiille annex™* POU ' ° C per50nne *«PP^»««*i" 1" kernes indications que dans les deux sous^cadres ci "apresVou 

La personne indiquee dans ce sous-cadre est (cocher une seule case) I I ?*P°" 01 ct 

I I inventeur* 

Nom et adresse:** 



deposant 
seuiement 



mventeur 
seuiement - 



INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRCNOKIQUE 
147 rue de l'Universite 
75341 PARIS CEDEX 07 (France) 



Si la personne indiquee dans le present sous-cadre est deposant (ou a la foit deposant et inventeur) preciser egalement: 



Pays de la nationaiite: _ 

FRANCE 

et si elle est deposant fcocher une seule case) pour 



Pays du domicile:" 



FRANCE 



tous les Etats designes |53} 0u$ c ! e5 E ,? U " uf I lL e . s El *«-U™ . . - - 

i> ^.fes ttats-Unis d Amenque )d Amerique seuiement | |le "Cadre supplemeniaire" 



| j les Etats indiques dans 



deposant et 
inventeur* 



deposant 



seuiement 



La personne indiquee dans ce sous-cadre est (cocher une seule case) 
Nom rr adresse.*' 

SANCHIS Vincent 

15 avenue Toulouse Lautrec 

78390 BOIS D'ARCY ( France) 



Si la personne indiquee dans le present sous-cadre est deposant (oy a ta/ots deposant et mventeur) preciser egalement: 



□ mventeur 
seuiement* 



Pays de la n..ionali,e: FRANCE 

et si elle est deposant (cocher une seule case) pour: 



Pays du domicile 



FRANCE 



□ tous les Etats designes I h 0 " 1 " Etats designes sauf Tv^les Euts-Unis 
• I lies Etats-Unis d'Amerique 



d'Amerique seuiement 



□les Etats indiques dans 
le-C 



"Cadre supplemeniaire" 



rfiJiLSSI* indiquie comme "deposant et inventeur" ou comme "inveoteur sculemenf n'est pas un inventeur pour tous les Eiais 
designes. donner les indications necessaires dans le *Cadre annexe'. . h«ui 

dW U nIrl«^ m d un , € pc " onn€ Phy*<Qu« co donoant son oom de family immediatement suivi du (des) prenoms. Indiquer le nom 
le pays (nom) " Qnin! " d<5lgnalion offici «»< complete. Inclure dans Padresse a la fois le cod? postal (le cas echini) et 

Faute dedication du domicile, il sera suppose que le pays du domicile est le meme que le pays indique dans I'adresse. 



Cadre N° III SLFTE ( 
CAS ECHEANT; ETA" 
r<.-npfir un sous-cidre pou 



(SaW^ ESSAlRE) ALTRE5 DE POSANTS. LE C.)M t ANT; (AlTRES) INVE.NTELRS LE 
IB iNES POUR LESQCELS iLS SOS! DEP« (Lf CAS ECHEANT). II consent 
ur^Wqu, ^ersonne (ceMe-ci peut *ventuc!!err.eni Sue une perwnne . orate). 



Li penonnt indiquee dans ce lous-cidrc est (cocker une seule cast). 
Nom // adrcsse:** 

LERECLUS Didxer 

16 bis rue Lauriston 

75116 PARIS (France) 



deposani el 
in*cmeur* 



□ dtp 
uu 



posant 
Icmenl 



□ 



in>enceur 
leulemeni 



Si la personne indiquee dsns le present sous-cadre est d/posant (ou d la fots diposant et i/ivtiutwrj prtcner egalement: 

Pays de U nationality pjyyq^E **** domici,e FRANCE 

<t si elle est deposant (cocher une seule case) pour: 

□tm» u« Ff.t. I l t0UI ,e$ EtJls designes " uf Euts-Unis | lies Euts indiques dans 
tous its tuts destines | | |ej £ UIJ . Ums d'Amerique j2Sj<J*Aenenque seulement | jle -Cadre suppiemenUire* 



La pcMonnc indtquce dans ce soused re est (cocher une seule case): ?£?*™ r V Q ^"em CD 

Nom et adresse: # * 

MENOU Ghislaine 

22 rue Rosenwald 

7 5015 PARIS (France) 



mventeur 
seulement* 



Si la personne indiquee dans le present sous-cadre est diposant (ou d la fots deposant tt tmvtnttur) pttciitr ejaletneot. 
Pays dt U nitiotuiitt: FRANCE Ptys du * omi «l« FRANCE 

et si die est deposant (cocher une seule case) pour: 

□, nilf Ft4tt H *«,.^« I l lous lti Eui * d<si l n<l M " r fP] itl Euis-Unis I lies Euts indiques dans 
tous les Euts desires | | |ef £ uu _ijnis d'Amerique 12sJd-Amerique seulement | lie -Cadre supplemental 



La personne indiquee dans ce sous-cadre est (cocher une seule case): J^j ^Bwur* 1 (Z3 wulcmcm I I 

Nom tt adresse:** 

LECADET Marguerite-Marie 
10 rue Nicolas Charlet 
75015 PARIS (France) 



inventeur 
seulement* 



Si la personne indiquee dans H present sous-cadre est dtposant (ou a to fots dtposant et inventeur) preciser *sulement: 
Pays de la nationals : Pays du domicile :••• 

FRANCE FRANCE 

ct si elle est deposant (cocher une seule case) pour: 

w* Futi I l loos k * Euu d<li t nts " uf IW" E ul »-Uois I Iks Euts indiques dans 
tous les tuts des^nes |_|| C | Euts-Ums d Aroenque L5J<3'Amerique seulement | lie "Cadre supplemeouirf 



U personne indiquee dans ce sous<adre est (cocher une seule case,: Q Q S, 

Nom tt adresse:*" 

MARTOURET Daniel 

6 Square de 1' Hotel de Ville 

78210 SAINT-CYR-L'ECOLE (France) 



Si la personne indiquee dans le present sous-cadre est dtposant (ou d la fots diposant tt inventeur) prtciser egalement: 
Pays de la national*!*: pRANCE P-yi du domicile FRANCE 

et si elle est deposant (cocher une seule case) pour: 

□ . c , \ Itous les Euts designes sauf l^l'es Euts-Unis J lies Euts indiques dans 
tous les tuts desifnes [ | |cf £uts-Unis d'Amerique jrfAJd'Amerique seulement | |lc *Cadre supplemenuire" 



Si la personne indiquee comme 'deposant et invenieur" ou comme 'mventeur seulement* n'est pas un inventeur pour tous les Euts 
designes. donner les indications oeccssaires dans le "Cadre annexe* 

Indiquer le nom d'une personne physique en dormant son nom de famitle. tmmediaiemcnt sum du (des) prenoms. Indiquer le nom 
d*une personne morale en donnant sa designation oflicielle compiet; Inclure dans I'adrcssc i U fois It code posUl (le cas echeanu et 
le pays (nom). 

Faute d'indtcation du domicile, il sera suppose que le psys du domicile est le mime que le pays iodique dans I'adresse. 



Si cette feuille annexe o'est pas utilisee, il n'est pas necessaire de rind'ure dans )a requete. 



Formulaire PCT/RO/101 (feuille anncae) (ianvier 1985) 



C*drt so in sun 

CAS tCHLANT; ETA . 
rcmplir un soui-cidrc pour 



jr c"r"Tq 



ESSaIRE) ALTKES DEPOSaVTS, le c 
r JNES POUR LESQUELS !L5 SONT DEP. 
Qm< personne ice !ie-o peul <*eniuellemeni <ire une pc 



errerin 



EAST; (ALTHES) INVENTELiS. LE 
(LE CAS ECHfcANTj. II con-en, de 
ne .lorjic). 



deposant et 
inventeur* 



| j deposmt 



seulement 



La penonne indiquee dans ce sous-cadre est (cocher une icule case;. 
Norn tt adresse •• 

DEDONDER Raymond 

3 all£e des Pepinieres 

92290 CHATENAY-MALABRY (France) 



Si U personne mdiquee dans !c present sous-cadre est diposont (ov • la Jon diposant et inventevr) printer egaiement: 
Pan de la oiuonalite: PD&XIPP Psys du domicile:*** 



□ 



in*enieur 
leulement* 



FRANCE 

et si elle est deposani (cocher une seule case) pour: 

□tous les Euts dei.tnts H], 1 ?." p!'! E n " d * s J« n " " uf 
• I lies Euis-Unis d Amenque 



FRANCE 



les Euts-Unis 
d'Amenque seulcmeot 



□les Euts indiques dans 
le •Cadre supplemenuire" 



La persoone mdiquee dans ce sous-cadre est (cocher une seule case): | | 
Noen et adresse •• 



deposani et 
inventeur* 



| | deposant 



seulement 



□ 



inventeur 
seulement* 



Si la personne indiquee dans le present sous-cadre est deposant (ov 4 la/ois deposani et wentevrj precise- element: 
Pays de la nationality Piys du domicile:*" 

et si elle est deposant (cocher une seule case) pour: 
| [ tous les Etats dengnes 



□tous lei Euts designed sauf 
les Euts-Unis d'Amenque 



( lies Euts-Unis 
I Id'Amerique seulement 



□les Euts indiques dans 
le -Cadre supplemental" 



La personne mdiquee dans ce sous-cadre est (cocher une seule case): I I d «P°" m «« 

i I inventeur 

Nom et adresse :•• 



| | deposani 



seulement 



□ 



inventeur 
seulement* 



St la personne indiquee dans le present sous-cadre est dipesemt (ov 4 le foil deposant et tnventevr) pre cue r e$alement 
Pars de la oationalite: Pays du domicile:*** 

ci %\ elle est deposant (cocber une seule case) pour: 
| j tous les Euts desifnes 



□tous lei Euu destines sauf 
les Euts-Unis d'Amenque 



□les Euts-Unis 
d'Amenque seulement 



□les Euts indiques dans 
le -Cadre suppiemenuire" 



La personne indiquee dans ce sous-cadre est (cocher une seule case): I I de P° tam «« ( I deposani | 1 i 

I I inventeur* \ ( seulement | | s 



nventeur 
seulement* 



Nom et adresse :** 



Si la penonne indiquee dam le present sous-cadre est deposant (ov 6 tafots deposant et tnventevr) priciser egaleroent 
Pays de la nationality Pays du domicile :*•• 

cl si elle est deposant (cocher une seule case) pour: 
j tous les Euts designed 



□ tous les Euts designes sauf 
les Euts-Unis d'Amenque 



□les Euts-Unis 
d'Amenque seulement 



□les Euts indiques dans 
le 'Cadre suppiemenuire" 



Si la personne indiquee comme -deposant et inventeur" ou comme "inventeur seulement* n'est pas un tnventevr pour tous les Euts 
designes, donner les indications neccssaires dans le "Cadre annexe". 

Indiqucr le nom d'une personne physique en donnant son nom de famille. lmmedi-iement suivj du (des) prenoms. Indiquer le nom 
d'une personne morale en donnant sa designation oflicielle complete. Inclure dans I'adrcsse a la fois le code posul (le cas echeanti et 
le pays (nom). 

Faute d'indication du domicile, il sera suppose que le piys du domicile est tc memc que le pays indique dans I'adresse. 



Si cettc feuillc anneae n'est pas utilisee. il n'est pas nccessaire de J'mclure dans li requeue. 



T : 

Cadre N« IV MANDAjgK L£ CAS ECHEaNT) Ot REPRESENT AiNT Qflk N (L£ CAS ECHEANT); ADRfSSE 
POUR LES NOTIFIC/^M ( DANS CERTAINS CAS), Uo reprtsenuot VP . n< pcut eue oomrne que i"il r * piuneun 
deponnts el si aucun mancWirc a'tu ou n"a *te ooreme. le represeount commuo dotfTtre t'uo des deposAnu. 

Li penonne suivinte tcelle-ci peut eventuellement *tre une penoooe moraleusi/a ete oomrnee comme mindataire ou comr e represenunt 
commun pour agir *u nom du/des deposant(s) aupres des autontes lOiernatiooaJes competeotei: 

Nom tt idrcsse. comprenant le code postal el le pays Sl ''"P"* FiSAUfi^ *Jf3?,e £&AflTjtq&J" j 



une adresse pour des notifications, cocher ici \ ; 



S.C. ERNEST GUTMANN YVES PLASSERAUD 
67 boulevard Haussmann 
75008 PARIS (FRANCE) 



Sumero de telephone ah -A? QO p ^Adresse ?fifl?lfiF Adresse de 

■ preciser r.ndicauH H ' * * c • ° * • ° nelearaphique: cou *J- Uir telescnpteur: 



Cadft.NOV DESIGNATION DE CROUPES DETATS OU D'ETATS"; CHOIX DE CERTAINES FORMES DE 
PROTECTION OU DE TRAlTEMENT. Les designations suivantes sont faites (cocher let cases appropnees): 

Brevet regional 

I EP Brevet earopeW>: AT Autriche, BE Belgique, CH et LI Suisse et Liechtenstein, DE Allemajne 

1 (Republique federale d'h FR France, GB Royaume-Uni, IT Italic, LU Luxembourg, NL Pays-Bas. 

SE Suede, 

et tout autre Etat contractant de la Convection sur le brevet europeeo qui est deveou panie au PCT apres la publication de la 
presente feuille (preciser sur la ligne pointiUee): 

' « j OA Brevet OAPI: Benin. Cameroun, Congo, Gabon, Mali, Mauriunie. Republique centrafricaine, Senegal. Tchad. Togo 
^ et tout autre Etat membre de I'OaPI qui est deveou Dtrtie au PCT apres )a publication de la presente feuille; si un autre litre 

de I'OAPI est desire, le preciser sur la ligne pointing): 

Brevet national (si une autre forme de protection ou de traitemeot est desired, la priciser sur la ligne pointillee 3 >) 

j AT Autriche 3 * Q KR Republique de Coree 3 > 

I | AU Australie 3 * Q UC Sri Laufci 

1 | BB Barbade Q LU Luxembourg 3 * 

; | BG Bulgarie 3 ' Q MC Monaco 3 ) 

j | BR Bresil 3 * Q MG Madagascar 

' | CVi et H Suisse et Liechtenstein MW Malawi)) 

j DE Allemagne (Republique federate d*) 3 * Q NL Pays-Bas 

Q NO Norvege 

j DK Danemark Q RO Roumanie 

Fl Finlande Q SD Soudau 

' | GB Royaume-Uni SE Suede 

' j HU Hongrie Q SU Union sovieiiquc 3 * 

[x] JP Japon 3 > ^ 

. | KP Republique populaire democratique de Corie 3 > Q£ US Etats-Unis d\Amerique 3 > 



£ space reserve pour designer des Etau(aux fins d'un brevet national) qui soot detenus panics au PCT apres la publication de la presente feuille 



1 ) L'ordre des designations choisi par te deposant peut tire indique en ma/quant dans les cases des numeros d'ordre en chifTres arabes (voir 
egalement les notes relatives au cadre N° V). 

2) La selection d'Etats panicuiiers pour un brevet europeeo peut £tre faite lors de Touvenure de la phase nationale (regionaie) devmt 
I* Office europeen des brevets (voir Egalement les notes relatives au cadre V). 

3) Si une autre forme de protection ou un litre addiiioaoel ou, aujt Euu-Unis d'Amerique, uo iraJtement a litre de •continuation* ou de 
'continuation-in-part* est desire, le priciser confortsiment aux instructions doooees dans les notes relatives au cadre N° V. 



Fonnulaire PCT/RO/101 rdeuiierrr ^r :,, M ri- : M t ^ •ntt> 



C$4rt NO VI REVENt 

est re^endiquee 



N DE PRIORITt {LI CAS tCHtANT) La ?1 



a/des derr.ande(sj anteneurcui suivantesd) 



Pa>$ sagit d'une deminde m- 
j,onil«. pays ou elle i etc deposee. 
i'iI sagit d une demande regior.ale 
ou Internationale. Tun des pays pour 
lescuets etle a etc deposed 

I i 

FRAN.PP 


Due de depdt 
(jour. moi*. anneel 


Demande S° 


Office de depot <ne remplir 
Que si la demande aruerteure 
eit unc demande Internationa- 
le ou une demande retionale) 


2) BREVET EUROPEEN 


06/05/1988 


88.401121.4 


FRANCE 


(FRANCE) 

3) 









(On peut utilise: un code litteral pour mdiquer le pays ei/ou I'ofTice de d*pdi) 
Lorsque la demande anterieure a et* deposee aupres de .'office qui. aux fins de la presente demande international, est I' office recepteur. 
le deposant peut. centre pciemtnx de (a tajct requite, demanderce qui suit: 

'■ ■ L'officc recepteur est prie de transmettre au Bureau international une copie certified conforme de la demande anterieure/des demandes 
, i anteneures identifies ci-dessus par des numeros (indiquer les numerof) 



Cadre. ? s° VII RECHERCHE AlVrtRlEURE (LE CAS £CH£aNT). Re mphr si une recherche (internationale. de type international 
ou autre) a deja ete demandee (ou efTectuee) a radmtmstratioo chargee de la recherche internationale et si ladite administration est 
mamtenam price de fonder (a recherche internationale. dans la mesure du possible, sur les resuliats de !adite recherche anteneure. Priere 
de Identifier en se referant a la demande pertmenie (ou i sa traduction) ou a la demande de recherche. 



Numtro de la demande international 
ou pays et numero (ou office regional) 
d une autre demande. 

c8t?de<?A&ftQd, de recherche. 

10 juin 1987 



Date de depot international/ 
regtonal/natiooaJ: 

10 juin 1987 



Numero attribu* a ia demande 
de recherche (j*il est connu): 



FA 398768 



C»drt N« VIII SIGNATURE DU/DES DEPOSANT(S) OU DU MANDATAJRE 




JlSJ( 



PEAUCELLE Chantal 

Si ie present formuiaire de requete est signe par un mandauire au nom d'un deposant. un pouvoir separe. nommant le mandataire ti signc 
par ie deposant. est requis Si Ton desire, dans ce cas. utiliser un pouvoir general (depose aupres de I'ofTice recepteur). une copie de ce dernier 
don accompagner ce formuiaire. 



Cadrt NO IX BORDEREAU (a remplir par ie deposant) 

La presente demande internationale comprend le nombre de 
feuilles suivanl. 



requeue 



description 



revindications 

abrege 

dessins 



6 
A£ 
5 



feuilles 



La preseote demande internationale est accompagnee. telle que 
deposee. des pieces identifies ci-dessous: 

□ 



pouvoir separe signe 



Toul 



•=h± 



La figure numero des dessins (le cas echeant) est 

proposee pour accompagner l abrcge lors de la publication. 



| j copie du pouvoir general 

feuilles ; y j~j documen , (s , de pn orite (voir le cadre N© VI) 

| j recu ou timbres fiscaux pour les taxes payees 

| j cheque de paiement des taxes 

| " demande de debit de compte couran: 

^ autre document t specifier) Rapport de 

Recherche 



feuilles 
feuilles 
feuilles 



feuilles 



(Ce qol salt est a retppllr par Toftcc rteeptear) 
1. Date effective de reception de la pretendue demande internationale: 



2. Date effective de reception, rectifiee en raison de la reception ulterieure. mais dans les 
delais. de documents ou de dessins completant la pretendue demande internationale: 



3. Date de reception, dans les delais. des corrections 
demandees selon I'anicle 1 1 du PCT: 



Dessins | j recus f^J pas de dessins 



(Ce qol salt est • reap Mr p*x 1( Barrtt literniUooal) 

Date de reception de reiemplaire original: 



*'c-...f .-.mere. ^ 



Cidrt annexe. Utilise: :e 




e dar.s les ;u suivicu 




i) si plus de trots ptrsonnes sont en cause comme deposanxs et/ou tn*enteurs: dans ce :u. ecnre "Suite du cadre N° II!" el fourmr pour 
chaque personne suppiementaire ie meme type de rensei|nerr.enij cue ceux qui sont demandei dans le cadre N° III. 

ni ji. dans It cadre .V° // ou rfj-j /« sous-cadres du cadre &° HI. la cast 'Its Etais distgnis mdigues dans It cadre annexe ' est cochee 
dans ce cas. ecnre "Suae du cadre N° \\ m ou "Suite du cadre N° III" ou "Suite des cadres N°ll et III" (selon le casi. mdiquer !e nom 
du/des deposantlsi en cause et. a cote de chaque nom. le/les pays (ou E? ou OA. le caj ecaeant) pour lesqueis la personne menuonnee 
est dcposant; 

mi St. dans It casre V // q-j lun des sous-cadres du cadre V° III. une personne mdtauee comme "deposani et tnvtnttvr' ou 'wventeur 
seulement' n'esx pas tn^enteur pour ;ous les Etais destines ou pour let Etats-Unts d'Amenaue: dans ce cas. ecnre "Suite du cadre N° II" ou 
"Suite du cadre N° III* ou "Susie des cadres N° II et III* <$eien ie caj). ;cd:quer le nom de Tinvcnteur et. a cdte de ce nom. le/les pays 
(ou £P ou OA. ie cas ecneanti pear lesqueis la personne menticnnee est mventeur; 

ivi s it y' a piusieurs mandatatres ayant des adresses differemes: dans ce cas. ecnre "Suite du cadre N° IV" et fournir pour chaque 
mandataire le mem: type de 'enseifncmcnts que ceux qui sont detmndis dans le cadre N° IV; 

*i st. dans It cadre V V. le nom dun pays (ou dt I'OAPII tsi accompagne dt fa mention 'brevet d'addition*. 'ctmfteat d'addmon* ou 
'centficat d'auttur Jtn*tntion addttionnet' ou st. ians It cadre S° V. le nom des Etats-Unts d'Amenaue tst accompagne dt la mention 'Con- 
tinuation ' ou 'Contmuation-tn-pan "; dans ce cas. ecnre "Suite du cadre N° V et inscnre le nom de chaque pays en cause (ou de 1'OaPI) 
en precisant apres le nom de chacun le numero du litre principal ou de la demande pnocipaJe ainsi que la date de delmance du Hire prin- 
cipal ou de depdt de la demande pnncipale: 

vii xi la pnortte de plus dt trots demandts ameneures tst re*tndtquee: daas ce cu. indiquer "Suite du cadre N° VI* ct fourmr pour cha- 
que demande anteneure supplemenuire le meme type de rensciinements que ceux qui sont demandes dans le cadre N° VI; 

vii) si I'un dts cadres ne sufltt pas a conttmr :ous les renstigntments : dans ce caj. ecnre "Suite du cadre N° ..." (indiquer le numero du 
cadre| et fourmr les renseignements conformement aux instructions donnees dans le cadre dins lequei ia place elan insufTisante. 

vin» si le deposani a ('intention de re+endiquer. a i'egard de tout office destine. It binefice dt dispositions dt la legislation nattonalt conct'- 
nant dts divulgations non opposablts ou dts tx:ept;ons cu dijaut dt nouveaute: dans ce cas. ecnre "Declaration concernant des divulgations 
non opposabies ou des exceptions au dsfaut de ncu>eaute~ et fourmr ci-cessous cette declaration. 



Suite cadre n° IV "AUTRES MANDATAIRES " 



GUTMANN Ernest 
PLASSERAUD Yves 
GROSSET-FOURNIER Chantal 



Si le cadre anne*: n est pas utilise. .1 n est pas neccssaire d'inserertette feuille dans la requite. 



Europaisches 
Patentamt 

Generaldirektion 2 



Eurooe" Patent 
Directorate General 2 



Office europeen 
des brevets 

Oireclton genera le 2 



ErfwdtstraBe 27 
>8000 Munchen 2 

S (089. 2399-0 
_r Telex 523656 epmu d 



X 



TRAJTE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 




r 



Lettre recommandee 



Inscrire les NOM et ADRESSE du MANDATAIRE 
[_ou. a defaut. du DEPOSANT 



EXPEDITEUR: ^ADMINISTRATION CHARGES 06 L'EXAMEN 
PREUMINAJRE INTERNATIONAL 



NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU RAPPORT 
D* EXAM EN pRELMINAJRE INTERNATIONAL 

emise conformement a la regie 71.1. du PCT 



IDENTinCATION DE LA DEMANDE INTERNATIONALE 


Demande Internationale No 


Date du depot international 


fcT 1 t(K ( Oo *><}^ 


0 3 . 06. <<98 d 


06po$ant (Norn) 




lush' ^fc^^Ltujr 




NOTIFICATION 



DATE D' EXPEDITION par radn*nistrBtion 

chargee de I'examen preliminaire international - 



COTE DU DOSSIER DU DEPOSANT OU DU MANDATAIRE 




/IP 



Par la presente il est notifie au deposant que la presente administration chargee de Texamen preliminaire international 
transmet ci-joint le rapport d'examen preliminaire irrtemationaJ. et ses annexes, le cas echeant etabli(s) pour la demande 
international identifiee ci-dessus. 



(-'attention du deposant est attiree sur le rappel contenu dans te formulaire PCT/IB/332, qull a recu du Bureau international, 
concemant les delais dans lesqueis il doit accompfir certains actes devant chaque office e*u. 



Une copie du rapport, accompagnee des annexes s'y rapportant. a ete expediee, ce jour meme, au Bureau international 



UADMINISTRATT10N CHARGEE DE L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Nom et adresse postale 

Office europeen des brevets 



Fonctionnaire autorise 

rz O 



CO 




FIG. 5A 



FIG. 5B 



VERIFICATION OF A TRANSLATION 
(VERIFICATION D'UNE TRADUCTION) 



I f the below named translator, hereby declare that : 
My name and post office address are as stated belov : 

That I am knowledgeable in the English language and in the 
language in which the belov identified international 
application was filed, and that I believe the English translation 
of the international application n° PCT/FR 8800292 
is a true and complete translation of the above identified 
international application as filed. 

I hereby declare that all statements made herein of my own 
knowledge are true and that all statements made on information 
and belief are believed to be true ; and further that these 
statements were made with the knowledge that willful false 
statements and the like so made are punishable by fine or 
imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the 
United States Code and that such wilful false statements may 
jeopardize the validity of the application or any patent issued 
thereon. 



Date - 



Full name of the translator . 
(Som et prenon du traducteur) 



Signature of the translator 
(Signature du traducteur) 




Post Office Address (Adresse postale) 




■ V 




TRAIT* DE COOPERATION EN MATIERE OE BREVETS 
RAPPORT D'EXAMEN PRGLIMINAIRE INTERNATIONAL 



IDENTIFICATION Of LA DEMANOC INTERNATIONAL! 


Cota du dcii^f du dcpotant ou du mandataire 

0645 B 


Damanda int«rnation*i« N* 

PCT/FR88/00 292 " 


Dttt de d«p<M international 

09.06.1988 


Offic« racaptaur 

RO / FR 


Oat* da prtortta ravandiquaa 

10.06.1987 



Odpoaant (Norn) 



INSTITUT PASTEUR ET AL 

BASE OU RAPPORT 



1. MODIFICATIONS ET/OU RECTIFICATIONS — Laa modlflcationi at/ou to* racttfcaliona fartaa auprda da U prftaanta admlnittration cftargda da 
pr*imina«ra nitmatonal concacnant to* ravaod icito^tt. La daacription at/ou toa da**"* da to damanda intamatiOAato tctontfftoa o-daasu* 
torn annaiaat ft ca rapport. 

• La pr«t«nt r»ppod a ate fttabli sur la bate det document da damanda suivanta: 
(2 lat document* da la damanda talt qua deposes 



[~] daacription. paoaa 

daacription. paoaa 

daacription, pagaa 

daacription. pagaa 

Q revendication(s) 

ravandication(a) 

revendication(e) 

revendicatjon(s) 

Q deeein*. leuillefig. 

daaaina, Uulllaflg. 



taMa qua deposee ft I'origina 
dapoaaa par votra totUe du 
dapoaaa par votra lattra du 
dapoaaa par votra lattra du 

talle(e} qua depeaea(a) ft r©«gine 
depoeee(s) par votta tottre du 
depoede(s) par votra leflre du 
depoeee(e) par votra lattra du 

tali qua dapoaaa ft rorigine 
depoefte par votra lattra du* 



t. Q Laa modmcattone ent antra** la euppraaelon daa Hum— autvantea : 

c | — I ta preaant rapport a ate ftiebe comma eJ laa modification* mantionnaat aur la »au»e comptomantare n'tvejant paa at* tattaa. 
' L_J m raiaona Mqudaa. e*e* ont to* conaJdaVeoe comma a nam au-datt da rexpoae da rawiaon w qua ddpoad. 



2. PRIORITY* 

a. La prftaent rapport a ate fttabli comma ai aucuna prlortte n'avail ate ravandiquaa. du tart da U non-ramiaa dana laa dftlait laa docu- 
manta eiigae tuivanta: 

Q una copia da la damanda anterieure dont la priorlte a dtft ravandiquaa. 

| | una traduction da la damanda anterieure dont la prlortte a fttft ravandiquaa. 

b. n La preeent rapport a ata fttabli comma ti aucuna prlorltd n'avait ftta revendiqude du fart qua la ravandication da prioritft a fttft aatimfta 
— non valabla. 

Par auita. pour laa baaoina da ca rapport, la data da depot Intarnational Indiquea ci-de««ua eat conalderee comma etant la data per- 
tlnanta. 



• Loraqua daa fevnto* da mmptocement soot anoaiftaa au preeant rapport, una traduction da cm «eu*aa da famptaoamant do*t aire fournto tux ofTtaea 
dtue dana la deXai appHcabie seton I'artloto 39.1) du PCT. 



Formulaira PCT/IPEA/409 (pramiftra feuiHe) (Jenvto* 1W5) 



Voir notaa tur la teuilla d'accompagnement 



p«q* 1 a 



IMF OfUIATI NS COMPL*HEKTA«IU3 (Suit* d« U pr«mi*f« Uuill«) 



• ASE OU RAPPORT (Su.te) 



X UNIT* 0€ L'INVtNTION " - La damanda intarnationato na aat.tfait p«i A I'atlganca d'unrU d« I'inrantion. 

a. En raponta 4 una InYrtation A limitar laa ravandicationt ou a payar dat Uiet add rUonnallat, to d4poa*nt: 

| | a limita laa ravandicationa. 

PI • pajra daa taata additfonnaUat. 

D ; W* d V Uj#i •dditionnaltoa •out ri*w. Loraque to dapoaant la damanda, la torta daa nlaarvaa ainai qua to daclaion prlea 
a ca aujai torn jointa a ca rapport. 

I I nl limita lat ravandicationa. ni pay* da taut addrtionnellaa. 

b. Q II n'a pat ata envoy* d'lnvHation. L'avia da la pratante adminiatratlon chargaa da I'aiaman prallmlnalra Intarnational aal 

qua la 3tm*r\d* intarnat>onato na aalitfatt pat aux atigancat d'unlta da rinvantion, pour tat motifa tuivanta. (pracitar) 



C. Par tuita. I«a partiaa auivantta da la d^m^mS* Intarnationato ont fait 1'objat da I'eaaman pratiminaira Intarnational pour I'atabJia- 
aamant da ca rapport: 

["""] l*anaambla da la damanda. 

Q tot partiaa da la damanda ratotivaa aut ravandicationa Rmitaaa, a tavoir laa ravandicationa N- 

I j partiaa ralativat A I'invantion principala, a tavoir lat ravandicationa M" 

4 INDUSTRIE^ ° U RAPP0RT SUR LES OUCSTIONS OE NOUVEAUTt D'ACTIVIT* INVENTIVE OU O'APPLICATION 

Lat queationa de tavoir ti I'invantion r«v«ndiqu«e aa ravato nouvalla. pratante una actlvita invantiva at a a vara tutcaptibla d'aoolication 
Induetrielle n'ont paa at* abordeea pour lat motifa indiquaa at an ca qui concafna: -i»p»t«iion 

a. [ | touta la damanda Intarnationala 

b. fyj laa ravendicaltont n** 1~13# 15^19/ 21~36 
pour lat motif t tuivanta: VOi_T pcige jointe 

| j Ladite damanda international* ou Ictditet revandicationt N»* 



nituation char-gee da reiaman prtdminaira Intarnational n'att pat tanua d'aflectuar un ataman, (praciaar) 



aont ralativat a I'objet auivant A regard duqual I'admi- 

h M ' m%. Aj~4- ■ . mm » a m mm. mm *. _ _ — . J 1 -A 



La deecription. lat ravandicationa ou lat dettint (an indiquar laa elementa) ou laa revendicationa^N**' ^_^n# aont oaa^ 
clairt da torta qu'une opinion valabla na paut etre forma*. 



[ | Lat ravandicationa ou lat re*«ndicatione N ,# 
opinion ratable na paut aire forme*. 



- n « •* fondant pat da facon adequate aur ta datcription da aorta qu'une 



[j u^a^^a^da^ rogto 6 4 a) du PCT*** r#v * fX * CJ, '°' 1 * «l torn pa* radtg*** ctytfonnamanl a to douai+me at A to 



Foortulaira PCT/IPEA/40? ffeyilln n u mr nf t h ~>*> m-piw*-* 1«W 



P«g« 3 



S**on U cl« indication «Mfrr»ittof\#i« dti br« v «u (CIS) out U foil Mlon l* cUttifteation mNoajW rt Mlon la ClB 



C12N 15/00 ; C12N 1/20 ; C12P 21/02 ; AO IN 63/00 



DECLARATION MOTIVtt QUANT AUX VINDICATIONS S ATISF AIS ANT AUX CRlTtRtS OE NOUVEAUT* (N). 
O'ACTIVITl INVENTIVE (IS). D* APPLICATION INDUSTRIELLI (1A); # 
CITATION OCS DOCUMENTS* IT EXPUC ATION* • ITAYANT LA DECLARATION 



NUMgRO ! 

OE ! 
«VEN- 



DECLARA- 
TION 



CHCA- 
TION 



j (CRITERES) 



CITATIONS OES DOCUMENTS ET EXPLICATIONS 



14,20 N 

AI: oui 
IA 



Les sequences specif iques selon la Revendication 
14 et les polypeptides correspondents selon la 
Revendication 20 sont nouveaux (Article 33(2) 
PCT), et la determination desdites sequences ne 
decoule pas d'une maniere evidente de l'etat de 
la technique (Article 33(3) PCT). 



Fo^tnuUif* PCT/IPEA 409 (tuiU) (Jv\*m 19*5) 



Voir noUt tur U ftuill* d*«ccomp«gnem«nt 



Paga 4 







DIVULGATIONS 


NON fCRITES * 






Type da divulgation non ecrita 


Date d« >a divulgation acriic Qui « retara 
a la divulgation non acrite 


Data da la divulgation non ecrita 








MENTION DE CERTAINS DOCUMENTS PUftLttt *• 


Oamanda/bravet 


Oato do publication 


Data da depot 


Oato de priortte 
(vefabJement re«endiquee) 


EP-A-0 228 838 


15.07.1987 


09.12.1986 


12.12.1985 
05.09.1985 


MENTION DE CERTAINES IRR*CULARIT*S OAN8 LA OEMANOE INTERNATIONALE " 


Lea irr*gui«rtt*f auiventoa, concernant ia forme ou '* conUnu, ont ate conslataat : 


MENTION Of CERTAINES OBSERVATIONS RELATIVES A LA OEMANOE INTERNATIONALE « 


Lea obeorvationa auivantea ont eta Indlqueea on ce qui concerne la clarta dta revandl cation*, do la description ot dot doaalna ou la question 
do eatoJr ai la a rtrondicationa ao be sent entierement aur la da a caption. 


Voir pages jointes 








CERTIFICATI N 


Oato da praaentation da la damondo d'eumen prelimlneiro 
international 

27.12.1988 


Date d'aehevement du rapport d'eiamon prallminelro 
Initrnatlonal J« « _ 

- •• Co 


Admtniao-atton cnergee do Cusmtn pro«m<nainf intemettoneV 


Signature du fonctionnalre eutortsl 


O.E.B. 








a GrpBkopt 



mttr Im 1*1. itu H'arromoaonamant 



t 



OTES RELATIVES AU FORMULAIRE PTT/IPEA/409 



r~ noirt *om desuaecs a taciliter TuuJi«uoo du pre~t>i formuiaire. Pour 
£^*eia*7menu, it rtfcrer au irstc du Traite de coopmuou en 
oT^^rTS lextrs du reiiemen. d«ecut,on ct d« muru^ns 
S^m^uv« de oc traiie. En cas d< divergence cn^c« 0 oi«ci ^u 
Sriies, ct soot an derniers qui fapp..quent. On eniend parj ante k» >« 
I?J!£s du traite par • »« du reaJemeo. d execution ei par 

< -.asiruction* Ves instructions adrmnisirauves. 

I « S, ks revendicatiom om etc mod. fen, k nppan i«x eubli sur U base 
h~ «vend»cauoo* ttHes que modinees. » <r*$> 70 - 2 -»>' . . 
^,7aXimswuon charge de rciamen prebmmaire mteToauond 

-"•-2-e» 

frnell .usm preo* dsn. k rapport. (r*»k ^0.11) 

<■ u. trvrndiation.. U description ou lei denim oot etc tnodif.c. 
.^^.dm^Sclir^dt r««m«> preliminsire intttMt.on.1. 
£S£ I^T^pSecmSiR* i U re«k 66.1.1 est ™ «f 

^L^feuille. de r^lictmcT,. .quelle. £* u ™ Jj^J^ft 
Srrnen, on, ete ,«b.utue« ^f™^?^ « *. knrw v«« * to 
rt»k 66.M) of »oni pu inne»6ei» («*>< «>•>•» 

J .Si.cooformemeo, . b r**k 66.7.,) ca b). k "PP*"" L^fEE * 
to prioritc b-ivm pns etc rtvcodiquw. k rsppon don k preoxr.. 
,r«*k70.2.h)) 

^ i bref detoi. wr requite. Si cettt cop* o e>t pu ^rtrnwci 
ese !rvcndiquee.»(r*k *4\7-a» 



d-oumcD prelimioure «tt»*i>o>4 pwi tat eubu comme « to pnooi* 
o 'avail pu eti re«odkjuee.» (rtfk **•'■»)) 

Voir ipKnai k r^W Tt.U (tons to oott W d-deswus. 



I pettnie. cnm.f*U rtvTve ei te k moure ou il titim. que to ft«rvt «. 

1 nVl «7u dipount S«r rrqueir tf-. depount Ic tciu d. u r««rv t f. alu, <k 
to dS "on So, m^rs.u rmppcr, d'^mco prcUmm^rt untnuuon^ « - 
noiifiei iua off^cr* Hus. 

d) U Com.ie <k irois mctnbrw. rinsuooc *peciaJe ou I iutonie lupe- 
rieure menuonne i fil.nci c) « dent comprendre k foDOioowifr qu. a 
pns U decision fuiaflt Kobjei <k la rwerve.» 

-68 4 Ptoccdurt en cu de hmiutioo insufltunu det rtveud»<aiion$ 
t Si k deDOMfli burne k* rrvradjcauooa d'une minicit qui oe *ufT»t pas 
pour ai^sStaI r**net dW de Imvnmon, radm,o.»tr*t,oo charjec 
S rtum« prthmSirt jotcnatiooaJ procede coo forme men I a raruck 

S aa B (kdSi STS quesooo de avoir queue est riov«o<» pt^ci- 
j rmk aiu fin* de rarock >4.3>cl r«v«tioo meirtiow** « premier lieu <Uns 
leVrevendicatJom eat cooaidertr com me rinveouoo pm>apaJe.» 

4 «Si radmiamntioo chMj^x de roame* preliminaire inienuuoral 

i) QOC La demande bterwt>cmaJe cooceme un objet i Te«yd duquel 
elk d'ca pu umue. aeioo k re»kmet)t d'e»ecuuotu deffeauer tm 
«m« fSebminairt mtenauooaJ et decide en r«pte de oe pas 
erTcctuer un tel examea. ou 

ii) que U desenption. k» revendicaUons ou ks desains oe sent pas 
cUirv ou que ks reveadicaiiooi ne ae foodent pas d«^con ade- 
quate uir la descripbot de sone qu'une opinion vaJabk ne peut 
?trt formee au sujet de b oouveaute, de ractiviie inventive (non- 
evidence) ou de Tappocation industrielle de rinvenuoo dont u 
proteciioo est demandee, . 

elk n'.borde pas ks questions mealies a Taruck 33.1) cx taut connajtre 
au deposant cene opinion et «es moufs. » (artJck 34^) a)) 

«Si Tune des titua lions meationnees au sous-alinea a) n'exisu qu'a 
retard de cenaino re vendicatkw ou en reUtioo avec crrta^ rr^d.ca- 
uons, ks dispocooos dudit sous-ahnea a) ne Tappuquent qu a I eaard de ces 
revendicauons-* (artfck 34A)h)) . . :«~. flrt „.i 

«Si radminiOTUon charae* de Peximen prebimnaire iniernauona) 
estime. Ion de reiabuiaeroent da rapport d '«^J^ , ™^^ C T?!; 
UooaJ. que 1'une quelconque dea ntuauoos meouooj^eea^a^ck 34.4) a) 
eaJaie k rapport en lait eiat et adique ks motifs., (artkk 353) a)) 

• Siru^de* situations mc«>otiners a ranick M.4)b) ex.su. k rappon 
d'examen prtliminaire uiternanooaJ contient, pour ks ry endKaiJonsen 
qu«Uon, rin<lictK» prrvue » ^alioea a) pour jei i jutrea reveodi- 
calioiiru diclaraoon indiquec a Taiinea 2X • (aitfcie 35 J) fc)) . 

™ Lo^uTtak^sliuoc aationak de roffice nauonaJ qin apt a 
qualite'd-adnSiistratio^ charaee de rexamen preUminaire "^^uonalne 
S^rnet pas que ks revendicoons depeodantes "uluptej w,co V r ^^ 
d^uscrnan^ere diflerente de oefle qui est prrvue dans ^^^ u ^f m **l 
sietne phrases de la reaJe 6**1 radministrauon cnar^^c^«pre^ 
SninaSt inie^uonaJ peut. b des re>end^Uom r^soni pas redia«s de 
ocr^naniere. apouquer I'artide K<)b)...» (r*tk«3+)) 



™ U ft»k 4S inbtuke « Absence <Tuntte de rinveniioo (examca prttrni 
Baire international)* s'enonce com me suit: 

«6S 1 Pas d'invitauon i u miter ou A payer ^ 

considere que cene eiiaence n'est pas utisfaisante. » 

^ycr d« u»« Sditioontlkvtlk .nd.quc «^o». « 

2itt i finviu,ioo . a <ktoi o« p«, tur iofineur i un mo.f n. *uperwur « 
drux moit < eompttr de to <tott or FinvittUon.. 
.68 .3 Tu« tddilioonelkt 

, . _„-„-, a~. uio tddiuonneUn pour TeMJOeo preliminaire 
o^lS r^ck V.3,e). «, fi.T^ ^10.,^^ ccm- 
petente charaee de Penmen prtliminaire mlemationai. 

b) Les taxes «JditionneUes pour rcxamen prtUminaifT . ^^ U ^*J 
Prevues il'artick 34.3)a). doivent etre payees directement a 1 admuusti.- 
i>on chartee de reiamen preUminaire intrmauooaL 

c) Tout deposant peut payer ks taxes addiiionnelks sous reserve, c est- 
.^iA en y joi^une deVurauon motrvee tendant a *»OBtm que U 
SnTnoe inurSSonak rempUt U cood^ondj^tej^ 
oontant des taxes addiuonnelks demandees est cxce^if. Un Wtrutt Octroi* 
Ombres - ou loute autre instance speciaJe - de radmu,,s«Uondu^e 
, ;.V_ ^..^ot.e^.i mi i*uii# «uionte sunineure com- 



La rtfk 47 moruke *Ob^i aeioo fartick 34.4).) i). ae bt com me 

;tkIriaS^uoo charaee de rexamen r^liminaire 
n'a roS^auon de orocedcr a rexamen prtUmtitaire aternationaJ ^ard 
o'u^ drmande miernationak dont robjet et dans la mesure ou Tob^t. est 
Tun des tuivants : 

i) theories scieatifiques a mathematiques; 

ii) varietes veaeules. races animaJes, procedes essenuelk^t^olo- 
pques d-obtenuon de ve«euux ou d'anirnaux, autres que procedes m.cro- 
bSolociques et produiu obtenos par ces proceoes. 

iii) pUnvpnndrxscMimethodesen w de (aire des aflaires. de reaJiser 
des actions purement inielkctudks ou de jouer; 

i v) metbodes de traiiemeat du corps humain ou animal par la chirurpe 
ou la therapie. ainu que methodrs de diagnostic ; 

v) airnpks preseotauons d*ua formations; 

vi) programmes d'ordioaieurs dans U mesure ou ^mimstralion 
charaee Sl^amen prelimicaire international n est pas outillee pour pro^ 
cSeri un examen r^Uininaire internationaJ au sujet de lels pro- 
grammes. » 

S . Le nppon repett k ctoocneol iodique »k«o to rt»le 43.3 |ck«ttment 
de I "bieVde r^vto,ioo (ton. k rtppon de recbercbe >nttnuuon, el« 
r.drmoi,«lioo dttnee de Toameo priUmmniK lottrrunor-J m».ouenl 

" ^rVJSS^W de re-roen prttojnnin ^ 

uonxl.Zue k eto-emen, "^^/iT^^r 
teloo k ctouifiauoo inttmeoooik de. brevets.* (r*»k 

« «Le r.ppon d-e«m«. prtnminure in,em.uotul oe eooueo, juoine 
<JActor.^oqu«, 4 k quesdoo de «voir t. ruivenuoo dooH k .protec- 
tion « demsndie est ou hre brevetnbk ounot. w roprd dune 
ko.kt.oo ruuoosk quekonq*. II declare. »ou. r**rve del^na3).en 
SSmc cluque «vcnd.auon. ,i ee„e revcod.at.on ^Werepondre 

ttu^o^kn^^V^ 

par k refjernent d-execution. » (ardck 35a)) 

« La ckclarxDOO mrtuoonee a Tamck 35.2) consiste en *OUi» ou 
• NON » ouWvaient de ces mots dans la langue du rapport, ou un «*ne 



■ ppropne spccifie dans ks instructions admitmtnlivr*. et esu 1c cas 
echeant. accompa*n« del ciunons. explications ei observation* mention- 
r>ees • U derniere phrase de I'aruck 35.2). • (rt%k 70.6a)) 

« S*il n est pas satisfatt a !"un quelcooque des trois cntrrrs mcrttionnes a 
rmKk 35.2) (a vavoir U nouveaute. I activite inventive (non-evidence) et 
r Application industnelk). U declaration est oegauve. Si. dans un tel cas, il 
est uusfait i Tun ou i deux de ces criteres pris separemeoU W rappon precise 
cdui ou ceux auxquels ii est ainsi sausfaii » (nt*k 7«j6.*)) 

7 Voir I' trick 35.2) dans la note precedente. 

« Le rapport die ks documents consideres com me perunenli pour 
eiam ks declarations faites selon la/tick 35.2). ■ (r±g> 7"9.7a)) 

« Let dispositjons de la rogk 43.5.0) et e) sappuqueot exaJemenl au 
rapoorL » {r*gk 70.7.b)) _ 

« La methodc d* identification de chaquc document au* est rue* dans 
ks instructions administrative?.* (regk 43 J J)) 

cSi certains panares seuiemeni du document cite toot perunenu ou 
psuiiculiercment pen menu, ces passages soot identifies - par exemple en 
iodiquant la page, la colonne ou ks lignes ovi figure k passage consider*.* 
(reaje 43-S.e)) . . . 

• Tout document cite dans le rapport de recherche mternauooak est 
■dentine, conformement a U refk 43. 5. U en iadiquant as elements sua- 
vants dans 1'ordrc a -a pre*: 

a) 5V/ s'agit dun document de brevet Oes documents de brevets etant 
consumes par ks brevets au sens de I'anick 2 ii) ainsi que par ks 
demandes pu biters y relatives): 

i) lotTice qui a publie k document, aelon k code a deux kttres 
•figurant a V annexe B; 

ii) k type du document, seloo ks symboles appropries prevus dans 
k Code normalise pour ridenuficauon de diflcreots types de 
documents de brevets 1ST. 16); 

iii) k numero atthbue au document par Toffice de publication; 
(pour les documents de brevets japonais, Piodication de 1'annee 
du re*ne de 1'Empereu/ doit preceder k numero de sene du 
document de brevet); 

iv) k nom du titulaire du brevet ou du deposant {en majujcuJcs et. k 
cas echeani, sous forme abregee); 

v) b date de publication du document de brevet cite, teik qu elk 
figure sux ce document; et 

vi) k cas echeani, ks pages, ks cok>nnes ou ks lignes ou se trouvmt 
ks passages peruoenvs ou ks figures pertinentes des dessinx. 

(L exemple tuivanl illustre la &con de citcr un document de brevet 
conformement aux dispositions de raJinea a) ci-dessus: 

JP, B, 50-14535 (NCR CORPORATION) 2* mai 1975<2I.05.73X w 
cosoonc 4. Ugncs 3 a 27.) 

b) S 'U s 'agit d'un /ivre cm d une autre publication An/ee isotement: 

i) k nom de )'auteur; 

ii) k Dire (en precisant. k cas echeanu Tedition et/ou k 
volume); 

iii) Tannee de la publication Oorsque ceue-ci cotneick avee Tanoee 
de la demande iniemxtionak ou de la revendicxtion de priorite, 
radministration charge* de la recherche miernatiorjak doit 
s'efforcer de determiner k mois et. si boom est, k jour de la 
publication, et d*indiqucr oes donoees dans k npport de 
recherche intemationak); 

iv) k nom de Kediteux; 

v) s'U est connu, k lieu de publicabon Oorsque k bvre ou la pubii 
cation editee isokment precise uniquement radresae de Tedi 
teur. cette demierc doit etre iadiquec oocnme lieu de publics 
tion); et 

vi) k cas echeani, ks pafex, ks ccOoones ou ks lispes ou se trouvtmt 
ks paxsafes perunenu ou ks fifures peninentes des dessinx. 

O-'exempk suivant iUustrc ta iaoon de citer un bvre ou une autre 
publicauon editee isokment, cooformemenl aux dispoauons de raJinea b) 
o-desxus: 

H. Wilton, m Microwave Quantum Theory ». volume 2. puWie en 
1 973. par Sweet and Maxwell (Londres), voir paces 13* a 1 92 et plus 

parucuiieremcnt ks paxes 146 a 14*.) 
c> S'U J 'agit d'un article pubM dans un periodiqu* ou une autre pubti 

eat ton en sine: 

i) k litre du periodique ou de la publication en aerie; 

ii) k numero du volume et la dale du uuocuk qui contient 
rartick; 

iii) s'ii est connu, k lieu de publicauon Oorsque k periodique ou la 
publication en s^rie precise uniquement ladrnxe de rediteur, 
cette derniere doit etre indiquee com me lieu de publicauon); 

iv) Tauteux et k litre de rartick ainsi que k oumero des pages 
auxquelks commence et se termine rartick; ct 

v) k ess echeant. ks pxacs, ks cokmnes ou ks li«nei ou se irouvent 
ks passaaes pertinents ou ks fifures pertinenies des dessinx. 

a 'exemple suivtnt illustre la fiaoon de citer un arbek public dans un 
periodique ou une autre puWicalion en aerie, conforrnement aux disposi- 
boos de I'sJinea c) ci-dessus: 



IBM Technical Ovclosure Bulktin volume 1 ?. N° 5. publie en ocnobre 
l9" ? 4(^^monk.Se» Vortj.J C Drop, « I nursrited Circuit Perv>ruluxnon 
at the Module Uvel». voir pages 1>M et 1X5.) 

d) S'U s'agit d'abreges: 

i) I'ideniificauon du document con tenant rabreic. de la maniere 
indiquee aus aJincas a), b) ou c), respectivemenu scion que 
I'abreV figure dans un document de brevet, dans un UVre ou une 
publication Witee isokment. ou dans un artick public dans un 
penodique ou une autre publication en aene; 

ii) au cas ou I tbrege o*acoompagne pas k document compkt qui 
lui a servi de base, Tidentificauon de labrege et du document 
com pie t sur la base des donnees bibliographiques disporubks a 
cet eaxrd. 

(L 'exemple suivant illustre la fiaoon de citer un a b r ege conformement 
aux dispositions de raJinea d) d) ci-dessus: 

Chemical Absiractx, volume 73. N° 20. public k 15 oovembre 1971 
(Colombus. Ohio, U.S.A.), D. L ShetoJov. « Surface Effects During Metal 
Fatigue*, voir page 163. ooJonne 1, rabrege N° 120718k, Fiz..|Chim. Mekh. 
Mater. 1971, 7.11 (Rus*).)» (tmxnaim 5#3) 



Voir rartfcit 35-2) dans b sour ci-ckssus. 

€ Les instructions administrauves contiennent des principes directeurs 
pour ks cas ou ks explications nMiioonees a I'artick 35.2) devrmient ou nc 
ckvraient pas itre donncev ainsi que pour la forme de ces explications. Ces 
principes directeurs do i vent se baser sur ks principes suivants: 

i) des explications doiveat etre donnees chaquc fois que la declaration 
est negative i regard d'un* revendication que Icon que; 

u) des explications doiveat etre donnees chaquc fois que la declaration 
est positive, sauf si ks rsisons qui oat conduit 4 citer un document quel* 
conque soot faciks i imspner sur la base de la consultation du document 
cite: 

iii) en regie generak. des explications doivent etre donnees dans k cas 
prevu A la derniere phrase de ta regje 70.6.b).» (reak 70 J) 

« Les explications selon la regk 70.S doivent indiquer dairement celui 
des trois criteres vises a raruck 35.2). pris separement, auquel s'applique 
i out document cite et preciser. en se referant aux documents rites, ks raisons 
qui ont amcne a concJure qu'i) a etc satisiajl ou noo a Tun quekonquc 
desdiis criteres. » (immtrmctk* t*4) 



9 «Toute divuJptioo noo ecriie viaee dans k rapport en raison de la regje 
64.2 est rnentionnee par rhsdkaiioo de son genre, par la date a laquelk 
la divulpuon ecrite qui se rdere a la divulgation noo ecnte a etc renduc 
acccsxibk au public et par La date a* laquelk cette derniere a etc bite puWi- 
quemenLs (rig> T%3) 

m Dans ks cas ou la mise i at dixpooboo du public a eu ueu par k moyen 
cTune divulgauon oraJe, d*uae utilisation ou d'une exposition, ou par 
cTautres raoyens noo cents (« divulgauon noo ecriie ») avant la date peru- 
ocnie urlk que definic a la reg> 64. 1 .b). et ou la date de cette divulgauon noo 
ecriie est indiquee dans une divulgation ecrite qui a etc renduc accessible au 
pubtk apres ta date pertinente, la divulgation noo ecriie n'est pas con side ree 
com me faisant pank de Tctat de la technique aux tins de rartick 33.2) et 3). 
Toutefois, k rapport cTexarnes prtUminaire iniemaucraaJ doit meniionner 
une telk divulgauon noo ecrite de la maniere prevue i la reg> 70.9.» (rc«k 
64,2) 

!• «Toute demande publiee et tout brevrt vites dans k rapport en raison 
de la regje 64.3 soot menbonnes en tant que lels ; k rapport indique kur 
dau de publicauon, kur date de depot ct kur date de priori li rcvendiquee 
Oe cas echeant). A regard de ta date de priorite d'un lei document k rapport 
peut indiquer que r administration cnarnee de rexamen prcliminairc inter* 
nationai estime que erne date a*a pax cU vaiabkment revendiquCe. » (rigk 

• Lorsqu'une demande os on brevet qui fcrait parue de That de la 
technique aux fins de rartick 33.2) et 3) s'il avail etc publk avant la date 
pertinente rnentionnee a la regk 64.1. a etc public, en tant que tel. apres U 
date pertinente mais a etc depose avant la dau pertinente ou revendiquc la 
priorite d'une demande aaiericure deposee avant U date pertinente. cette 
demande publiee ou ce brevet publie n'est pas considcrc com me faisant 
panic de l*eut de la technique aux fins de rartick 33.2) et 3). Toutefois. k 
rapport d'examcn prelim inaire intemaiionaJ doit menuonner une telle 
demande ou un lei brevet de la maniere prevue a Is regie 70.10.. (regk 
64J) 

11 «Si radministration chargee de rexamen prcliminaire intemaiionaJ 
estime quau moment ou elk prepare k rapport : 

i) la demande internauonak lombe sous k coup dc la regie 66.2a) iii) 
fla demande interna tionale est incorrecte quant a sa forme ou a son contenu 
Klon k traite ou son reaJement cTesecutiool, elk rindique dans k rapport en 
mou'vant son opinion : 

ii) la demande mternauooak appelk I'unc des observations mention- 
nees i U regk 66.2a) v) (observations relatives a la clane des revendica- 
uons, de U description ou des dessinx. ou a la question de savoir « les 
revendications se baxeni enueremeni sur U description), elk peut roquet 
dans k npport et. si efle k fiut, eDe motive son opinion.. (reaJe 7P.12) 

12 Voir U reg> 70.12JI) dans U note precedenu. 
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1). (a) Une sequence de nucleotides etant un produit 
chimigue elle doit etre en principe definie par sa 
structure . 

Une definition par le resultat recherche ou par la 
fonction n'est pas admissible (voir p.e. revendications 
1,2,8 et 9; les expressions "capable d ? exprimer" , 
"capable d* hybrider 11 , "capable de former un complexe 
immunologique" ) . 

Les memes remargues sont aussi valables pour la 
definition des sondes (voir p.e. revendications 2 ou 9) 
ou d'un polypeptide (voir revendication 19). 
Bien qu'il soit, exceptionnellement , possible de definir 
un produit chimigue a l'aide de plusieurs parametres, 
ces parametres doivent neanmoins definir le produit 
precisement. En outre il est necessaire que la 
definition par des parametres permet la distinction des 
produits connus. 

(b) Dans le cas present il faut done delimiter 
clairement l'objet des revendications presentes par 
rapport aux sequences de nucleotide et aux polypeptides 
qui sont deer its dans l'art anterieur (voir notamment 
EP-A-0224331 (document 1) et Molecular Biology of 
Microbial Differentiation, Proc. 9th Int. Spore Conf. # 
Asilomar (CA), US, 3-6 September 1984, American Society 
for Microbiology, pages 217-224, Document 2). 

Au vu des objections mentionnees au-dessus une 
definition de la sequence presente par une combinaison 
des revendications 1,3 et 5 semblerait acceptable sous 
1* Article 6 PCT. 

(c) Des denominations arbitraires ne sont pas 
acceptables dans une revendication (voir p.e. 
revendications 2,16,22 ou 26). 

(d) Dans les procedes selon les revendications 21-27 la 
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caracteristique essentielle est aussi la sequence de 
nucleotides utilisee pour la "realisation d'une 
hybridation 11 . En consequence il faut que cette sequence 
soit definie dans ces revendications conformement aux 
objections mentionnees au-dessus. 

(e) En ce qui concerne les revendications qui se 
referent aux revendications mentionnees ci-dessus, leur 
clarte depend d'une definition suffisamment claire de 
l'objet des revendications independantes . 

(f) L'objet des revendications 32-36 n'est pas supporte 
par des exemples mais seulement par des passages 
speculatifs. II semble done que l'objet de ces 
revendications n'est pas expose de fagon suf f isanunent 
claire et complete pour qu'un homme du metier puisse 
l'excuter. 
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SEQUENCES DE NUCLEOTIDES CODANT POUR DES POLYPEPTIDES 
DOTES D'UNE ACTIVITE LARVICIDE VIS-A-VIS DE LEPIDOPTERES 

17* invention a pour objet des sequences de 
nucleotides codant pour des polypeptides dotes d 1 une 
activite larvicide vis-a-vis de lepidopteres. 

Elle vise plus specialement des moyens , en 
particulier des sequences nucl£otidiques , des polypep- 
tides ou encore des vecteurs, ou des souches bacte- 
riennes, modifies par ces sequences et exprimant des 
polypeptides permettant de preparer des compositions 
larvicides actives vis-a-vis de lepidopteres , de 
preference vis-a-vis de Spodoptera 1 ittoralis (ci-apres 
S . littoralis ) ou Mamestra brassicae (ci-apres designee 
par M. brassicae ) ou capables de transformer les plantes a 
traiter en leur conferant ce type d' activite. 

On sait que la plupart des isolats de 
B . thurinoiensis presentent une activite toxique a l'egard 
de larves de plus de cent especes de lepidopteres. 

Cette activite resulte, de la capacite des 
souches de B . thur ingiensis a synthetiser, au moment de la 
sporulation, des inclusions cristallines de nature 
proteique, ou 8-endotoxines , sous le contrdle d'un ou 
plusieurs types de genes . 

On a montre que 1' activite de ces polypeptides 
est contenue dans la moitie NH 2 ~ terminale ou N-terminale 
de la proteine . 

Les travaux realises ont montre la specificite 
elevee des 6-endotoxines vis-a-vis de larves d'une espece 
donnee . 

En raison de cette specificite elevee, de nom- 
breuses especes de lepidopteres, notamment de la famille 
des Noctuelles, ne reagissent que faiblement aux prepara- 
tions commerciales de B . thurinqiensis disponibles. 

II en est ainsi en particulier de 1' espece 
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S . littoralis . insecte polyphage qui constitue le princi- 
pal parasite du coton et d'autres cultures indus trielle- 
ment importantes . Parmi ces cultures, on citera le mais, 
le ricin," le tabac, 1 * arachide , ' des plantes fourrageres, 
5 telles que le trefle ou la luzerne, ou encore des 
produits aaraichers comme le chou ou la tomate. 

On congoit done l'interet de disposer de moyens 
ciblant specif iquement et efficacement la famille des 
Noctuelles et notamment S . littoralis ou M.brassicae , 
1Q Les genes de 6-endotoxines identifies a ce 

jour, ne codent pas pour un polypeptide actif pre- 
f erentiellement a 1 1 egard de S . littoralis . 

La recherche par les inventeurs d'une sequence 
de nucleotides codant pour un polypeptide actif de 
15 preference vis-a-vis des Noctuelles, plus specialement 
vis-a-vis de S . littoralis . les a conduits a 6tudier les 
isolats naturels de deux souches de B . thur ingiensis dont 
1' activity larvicide sur S .littoralis apparait plus 
elevee que celle des preparations industrielles faites a 
2q partir d'autres souches de B . thuringiensis . 

II s'agit des souches aizawai 7-29 et 
entomocidu? 6-01 . 

L'etude de ces isolats a pernis de mettre en 
evidence 1' existence de plusieurs genes de 6-endotoxines 
25 de structures differentes et de specificites differentes, 
dont deux genes pref erentiellement actifs contre 
P , brassicae mais peu actifs vis-a-vis de la Noctuelle du 
coton et un gene inactif vis-a-vis de P . brassicae et de 
S . littoralis . 

30 En etudiant 1 * ADN total de ces isolats et en 

effectuant des hybridations appropriees, suivies du 
clonage des fragments identifies par hybridation, les 
inventeurs oht constate qu'il est possible d'isoler des 
sequences nucleotidiques impliquees dans des genes de 

3 5 6-endotoxines codant pour des polypeptides actifs, de 
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preference contre S . littoralis . 

L' invention a done pour but de fournir des 
sequences nucleotidiques capables de coder pour au moins 
la partie "NH 2 -terminale d'une 6-endotoxine toxique contre 
les Noctuelles, de preference contre S . littoralis ou 
M . brassicae . 

Elle a egalement pour but de fournir un 
polypeptide toxique a l'egard des Noctuelles, 

L' invention vise en outre un procede d'obten- 
tion d'une telle sequence et d'un polypeptide presentant 
l'activite recherchee ainsi que les moyens intermediaires 
tels que vecteurs et souches bacteriennes utilisables 
pour I'obtention du polypeptide. 

L' invention vise de plus les applications de 
ces sequences et polypeptides pour 1 ' elaboration de 
compositions larvicides a l'egard des Noctuelles, en 
particulier de S , littoralis et pour la transformation des 
plantes susceptibles d'etre infectees par ces larves . 

L ' invention concerne une sequence de nucleo- 
tides codant pour au moins une partie de la region 
N-terminale d'un polypeptide toxique -de fa<pon specifique 
vis-a-vis des larves de lepidopteres de la famille des 
Noctuelles, de preference vis-a-vis de S .littoralis . 
caracterisee par sa capacite d * hybridation avec un gene 
capable d'expritner un polypeptide toxique vis-a-vis de 
larves de S . littoralis . 

Selon un autre aspect de 1 ' invention, la 
sequence nucleotidique est caracterisee en ce qu'elle est 
portee par une sequence de nucleotides d 1 environ 3kb 
telle qu'obtenue par r ecombinaison generique in vitro de 
sequences de nucleotides de B . thurinqiensis capables de 
s'hybrider avec des sondes 1, 2 et 3 de pHTA2 rapportees 
sur la figure 2. Le fragment de 3kb correspond plus spe- 
cialement au fragment de restriction Hin dlll- Pst I . 
35 Les sequences de nucleotides de 1' invention 
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sont, en outre, caracter isees en ce qu'elles comportent 
des sites dans l'ordre suivant : Hind lll - Hind i - £aiH 
Kpn l - Hind lll - Pst I • 

De maniere preferee, ces sequences de nucleo- 
tides sont obtenues par recombinaison genetique in vitro 
de sequences d'ADN provenant d # au moins une souche de 
B . thuringiensis . Dans une variante de realisation de 
1' invention, deux souches differentes de B . thuringiensis 
sont mises en oeuvre. 

Des souches de B . thuringiensis particulierement 
appropriees pour I'obtention de ces sequences de nucleo- 
tides sont les souches corr espondant a aizawai 7-29 et 
entoTnocidus 6-01, deposees le 21 Avril 1987 respective- 
ment sous les n* 1-661 et n* 1-660 a la Collection 
nationale de Culture de Microorganismes (C.N. CM.) a 
Paris . 

D'une maniere avantageuse, les sequences de 
nucleotides de 1 1 invention codent pour un polypeptide 
capable de former un complexe immunologique avec des 
anticorps diriges contre des polypeptides presentant 
l'activite larvicide a 1 ' egard de S . 1 ittoralis . 

Une sequence de nucleotides selon 1 1 invention 
est caracterisee en ce qu'elle a la capacite de 
s'hybrider avec une sonde formee a partir de la sequence 
(I) presentant 1 1 enchainement suivant : 
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Des sequences de nucleotides codant pour au 
moins une partie de la region N-terminale d'un poly- 
peptide toxique de maniere specifique vis-a-vis de larves 
de lepidopteres de la famille des Noctuelles, de pre- 
5 ference vis-a-vis de S . littoralis , sont caracterisees en 
ce qu'elles comprennent 1 ' enchaineaent (I) defini 
ci-dessus . 

D'une maniere avantageuse, la sequence de 
nucleotides caracterisee par 1 1 enchainement defini 
10 ci-dessus code pour une partie d'un polypeptide ayant une 
activite larvicide vis-a-vis de S . littoral is plus elevee 
que celle des polypeptides codes par des isolats naturels 
actuellement connus pour leurs effets vis-a-vis de 
S . littoralis . 

15 L 1 etude de cette sequence de nucleotides montre 

qu'elle est caracterisee par un codon d 1 initiation ATG 
situe en position 241 a partir duquel une phase ouverte 
de lecture de 750 nucleotides a ete identifiee. 

Cette sequence est egalement caracterisee par 

20 un s i te d ' attachement des ribosomes GCAGC en positions 
230 a 234. 

Selon un autre aspect, la sequence de nucleoti- 
des de 1' invention est caracterisee en ce qu'elle compor- 
te^ en amont du codon ATG, une sequence allant du nucleo- 

25 tide en position 137 au nucleotide en position 177, 
fortement homologue a la region trouvee par Wong et al. 
( 1.983) et decrit dans (16) en amont du gene du cristal de 
la souche kurstaki HD1 Dipel (BTK) et dont les auteurs 
ont montre qu'elle contenait trois promoteurs Btl, Btll 

30 et Ec qui sont respect ivement fonctionnels chez 
B . thuringiensis et E.coli . L'homologie de ces sequences 
est d* environ 70\ . 

L' invention concerne egalement une sequence de 
nucleotides codant pour la sequence (II) d'acides amines 

35 suivante : 
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Une meilleure identification de la sequencede 
nucleotides isolee des souches ci-dessus, deposees a la 
CNCM a permis de constater que le nucleotide situe en 
position 273 est la guanine (G), l'acide amine resultant 
5 du codon GTA etant alors la valine. 

Or, la lecture du nucleotide corr^espondant a 
cette position 273 dans la demande FR.870809O du 10 juin 
1987 avait conduit a mentionner la thymine (T) ct, conune 
acide amine resultant du codon TTA , la leucine. 
10 Une autre sequence de nucleotides de 1 ' inven- 

tion est caracterisee par sa capacite d 1 hybridation avec 
une sonde formee a partir de la sequence (III) presentant 
1 • enchainement suivant : 
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De fa^on particuliere , des sequences de 
nucleotides de 1' invention codant pour un polypeptide 
toxique de maniere specifique vis-a-vis des larves de 
lepidopteres de la famille des Noctuelles, de preference 
vis-a-vis de S . littoral is comprennent ou sont constitutes 
par 1 1 enchainement ( III ) defini precedeminent . 

L 1 enchainement (III), compris dans la sequence 
de nucleotides de 1' invention, contient 2711 nucleotides. 
Ce fragment comprend notamment le promoteur potentiel du 
gene de la 5-endotoxine active sur S . littoralis . 

Entrent natur elleroent dans le cadre de la pre- 
sente invention, des sequences de nucleotides modifiees 
par rapport aux enchalnements (I) ou (III) decrits 
ci-dessus, dans la mesure ou ces modifications ne 
generent pas des variations sensibles de la toxicite du 
polypeptide code par la sequence inodifiee, vis-a-vis de 
S.littoralis. 

Ces modifications peuvent par exemple consister 
en des deletions, substitutions, recoobinaisons . 

Ainsi les sequences de nucleotides (I) et (III) 
comporteW en leur position 611 un nucleotide variable 
correspondant a I 1 adenine (A) dans la sequence (I) et a 
la cytosine (C) dans la sequence (III). Ces nucleotides 
entrent dans la composition des codons respectifs GAA et 
GCA qui codent respectivement pour les acides amines 
acide glutamique (GLU) et alanine (ALA) dans les sequen- 
ces respectives II et IV. 

De meme toute sequence de nucleotides hybri- 
dable avec celle des enchalnements II) ou (III), telle 
qu'obtenue par transformation enzyrsatique inverse de 
1 1 ARN correspondant ou encore par synthese chimique entre 
egalement dans le cadre des definitions de 1' invention. 

La sequence de nucleotides de formule (III) 
commence par un codon d 1 initiation ATG situ.e en position 
35 241 et qui represente le debut d'une phase ouverte de 
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lecture de 2470 nucleotides. 

L" invention concerne en outre une sequence de 
nucleotides caracterisee en ce qu'elle code pour un 
polypeptide comprenant la sequence (IV) d'acides amines 
ci-apres : 
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L' invention se rapporte egalement aux vecteurs 
recombinants d'expression et de clonage comportant plus 
particulierement au moins une sequence de nucleotides 
telle que definie ci-dessus, en particulier au moins une 
5 partie de la sequence d* environ 3kb. 

Un vecteur recombinant particulier est par 
exemple un plasmide comprenant le fragment Hind lll- Pst I 
de la sequence de nucleotides de l'invention, insere dans 
un vecteur pUC9 . Un premier vecteur prefere est le plas- 
mide pHT71 dont la construction est rapportee dans les 
ensembles ci-apres, qui -com p rend un fragment d'ADN 
Hind lll- Pst I selon I'invention constitue uniquement d 1 ADN 
provenant de la souche aizavai 7-29. 

Un autre vecteur recombinant est constitue par 

15 le plasmide pHT 67 1 dont la construction est donnee dans 
la figure 4. Ce plasmide comprend un fragment Hind lll- 
Pst l chimere, obtenu en fusionnant un fragment d'ADN 
Hind lll- Hind ll de 1,1 kb provenant de la souche 
entomocidu? 6*01 avec un fragment Hinc II- Pst I de 1,9 kb 

2Q issu de la souche aizawai 7-29. 

Entrent egalement dans le cadre de 1 * invention 
les souches bacteriennes modifiees qui comportent 1 ' une 
des sequences nucleotides definies ci-dessus ou encore un 
vecteur recombinant d* expression et de clonage defini 

25 precedemment, de preference le plasmide pHT 671 ou le 
plasmide pHT71 . 

L'invention vise en outre un polypeptide toxi- 
que vis-a-vis des larves de lepidopteres et de maniere 
pref erentielle vis-a-vis de S . littoralis . s'attaquant aux 

30 feuilles de coton ou des autres cultures telles qu'enu- 
merees ci-dessus, caracterise en ce qu'il est capable de 
former un complexe immunologlque avec des anticorps di- 
riges contre des polypeptides a activite larvicide vis- 
a-vis de S .littoralis . 

35 L'invention vise plus particulierement la 
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partie NH 2 -terminale de ce polypeptide qui renferme 
l'activite larvicide. 

L'extremite de la partie NH 2 -terminale active 
repond a- la sequence (II) d' acides amines donnee ci- 
dessus. 

Un polypeptide prefere de 1* invention est celui 
qui repond a cette sequence (II) et repond a la sequence 
(IV) d' acides amines donnee dans les pages precedentes. 
Ce polypeptide repondant k la sequence (IV) comprend 823 
acides amines. Sa masse moleculaire calculee est de 
92906 Da. 

Cette sequence de 6-endotoxine a ete comparee 
aux sequences en acides amines des 6-endotoxines pro- 
venant d* autres souches de B . thuringiensis actives sur 
les lepidopteres et dont les genes ont ete isoles et 
sequences precedemment : il s'agit des 5-endotoxines des 
souches kurstaki HD1 (19), kurstaki HD73 (20) , berliner 
1715 (21) et (22) Sotto (23) et fliz fl w ^ i?L7 (24). 

Les resultats de ces comparaisons indiquent que 
toutes sont differentes dans le second quart de la 
molecule (acides amines 281 a 620) alors que la partie 
NH 2 terminale (acides amines 1 a 280) et le domaine COOH 
terminal (acides amines 621 a 1175) de la proteine sont 
tres conserves et ne different que par quelques acides 
amines. En revanche la 6-endotoxine correspondant a la 
sequence (IV) ci-dessus presente des differences 
importantes avec les autres 6-endotoxines , aussi bien 
dans la partie NH 2 terminale (acides amines 1 a 280) que 
dans le second quart de la molecule (acides amines 281 a 
620) . Les resultats de ces comparaisons indiquent encore 
que la moitie NH 2 * terminale de la molecule (acides amines 
1 a 620) qui correspond- a la fraction toxique de la 
proteine ne presente que 46\ d'homologie avec les autres 
6-endotoxines. Les differences les plus importantes se 
situent dans la seconde moitie de la partie toxique de la 
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molecule (acides amines 281 A 620) avec seulement 36V 
d'acides amines identiques, la partie NH 2 - term.Lnale 
(acides amines 1 a 280) presentant quant a elle 58\ 
d'acides amines identiques avec les autres 5-endotoxines . 
5 De telles differences importantes n'ont jamais 6te 
observees jusqu'a present dans la partie NH 2 -terminale de 
la fraction toxique de la molecule, parmi les 6-endo- 
toxines actives sur les lepidopteres. 

Pour obtenir une sequence de nucleotides en- 

10 trant dans le cadre de 1' invention, codant pour au moins 
la partie active d'un polypeptide presentant une toxicite 
specifique vis-a-vis de larves de lepidopteres de la 
famille des Noctuelles, de preference vis-a-vis de 
S . littoralis , on a recours, conformenent a 1' invention, 

15 aux Stapes suivantes, a savoir : 

la realisation d 1 une hybridation moleculaire entre 
d'une part une sequence de nucleotides d'une souche de 
B . thuringiensis active contre S . littoralis , et d 1 autre 
part au moins deux sequences de nucleotides, utilisees 

2q comme sondes, provenant de la partie 5' d 1 un fragment de 
restriction d 1 Un gene de 5-endotoxine de B . thuringiensis , 
cette partie codant pour la partie NH 2 _terminale du 
polypeptide actif sur les larves de lepidopteres et de la 
partie 3* de ce fragment codant pour la partie COOH du 

25 polypeptide, 

- l'isolement du fragment hybride, 

- son clonage dans un vecteur, suivi de sa purification. 

De maniere avantageuse, les sondes d'hybrida- 
tion utilisees sont obtenues a partir d'un gene de 
30 8-endotoxine provenant de la souche ai zavai 7-29 codant 
pour une proteine de 130 kDa, active contre P . brassicap 
et inactive vis-a-vis de S . littoralis . ce gene ayant ete 
clone dans le plasmide recombinant pHTA2 . 

Dans un mode de realisation du procede prece- 
35 dent, le fragment recombine au vecteur dans l'etape de 
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clonage est elabore a partir d ' un fragment de restriction 
Hind lll- Pst I provenant d'une unique soucfrve de 
B . thur ingiensis . de preference ai zawai 7*29. En particu- 
lier ce "fragment est porte prtf erentiellement par le 
plasmide recombinant pHTA6 tel qu'isole a l'aide d'une 
sonde constitute par un fragment Pvu II de 2kb du plasmide 
PBT15-88 correspondant a la partie interne d'un gene du 
cristal chromosomique de la souche berliner 1715, a 
partir de clones transf ormants renfermant des sequences 
nucleotides issues de souches B . thuringiensis actives 
vis-a-vis de larves de lepidopteres inter-alia de 
S . littoral is . 

Dans un autre mode de realisation de 1' inven- 
tion, le fragment recombine au vecteur dans 1 1 etape de 
clonage est elabore a partir de plusieurs sequences de 
nucleotides issues de vecteurs recombinants contenant des 
sequences de nucleotides d'au moins deux souches 
differentes de B . thuringiensis . possedant les memes 
cartes de restriction et contenant elles-memes tout ou 
partie des sequences de nucleotides capables de coder 
pour un polypeptide actif, de maniere pref erentielle , 
vis-a-vis de S . littoralis . 

Dans ce cas , le fragment recombine utilise dans 
1" etape de clonage est un fragment de 3kb environ, 
elabore avantageusement a partir d'un fragment de 
restriction Hind lll- Hinc II d'environ 1 , 1kb provenant de 
la souche entomocidus 6-01 et d'un fracnent Hinc II- Pst I 
d 1 environ 1 , 9kb de la souche aizavai 7^29. II correspond 
a un gene tronque de 6-endotoxine . 

Les fragments de restriction Hind lll- Hinc II et 
Hind I - Pst I sont portes plus specialernent par les plasmi- 
des recombinants respectifs pHTE6 et pHTA6 tels qu'isoles 
a l'aide de la sonde constitute par le fragment Pvu II 
dont question ci-dessus. 
35 L'etude de la toxicide, vis-a-vis des larves de 
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l6pidopteres , des souches bacteriennes aodifiees 4 l'aide 
des sequences de nucleotides definies ci-dessus, a permis 
de mettre en evidence leur activite toxique elevee, 
notamment ~k l'egard des chenilles de S . littoralis . 

Cette activite a 6te appreciee au regard de 
l'indice de specif icite correspondant au rapport 

CL50 S . littoralis 



CL50 P . brassicae 
dans lequel "CL50" represente la concentration lethale 
tuant 50\ des larves en 72 heures. 

L ' utilisation d'un tel indice permet d'evaluer 
1 'activite des souches bacteriennes etudiees sans avoir a 
considerer le taux d'expression des polypeptides. 

Les resultats obtenus , qui sont rapportes dans 
les exemples qui suivent, et les valeurs de DL 50 qui en 
sont deduites, ont montre que les souches bacteriennes 
modifiees selon 1* invention presentent une activite 
toxique vis-a-vis de S . littoralis plus specifique que les 
proteines de cristal natives des souches azavai 7*29 ou 
berliner 1715." 

L' invention vise done 1 ' application , pour 
1 • elaboration de compositions larvicides toxiques de 
preference vis-a-vis de S . littoral is . de ces souches 
modifiees, de vecteurs recombinants renfermant les 
sequences nucleotidiques definies plus haut, en 
particulier du plasmide pHT671 et du plasmide pHT7 1 , et 
de ces sequences elles-memes . 

Les compositions larvicides de 1* invention sont 
alors caracterisees en ce qu'elles renferment une quan- 
tity efficace de polypeptides tels que definis ci-dessus 
ou exprimes par les sequences nucleotidiques evoquees 
plus haut. 

Pour produire ces polypeptides on met avanta- 
3 ^ geusement en oeuvre les genes tronques de 6-endotoxine 
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correspondant aux sequences nucleot idiques de l 1 inven- 
tion. 

Ces genes peuvent etre utilises pour produire 
en exces le polypeptide toxique dans des microorganismes 
permettant 1' expression des vecteurs recombinants ci- 
dessus. Des souches de microorganismes appropri6es com- 
prennent E»coli ou encore B , subtilis . 

Ces genes tronques peuvent etre reintroduits 
dans les souches de B . thuringiensis ou dans des especes 
apparentees telle que B . cereus . selon les techniques 
classiques, par exemple, par transformation, conjugaison 
ou transduction. Ces techniques permettent de produire le 
polypeptide toxique en grande quantite sans avoir a 
modifier au prealable la region naturelle du promoteur 
15 des genes de 6-endotoxine de B . thuringiensis . 

Cette transformation peut etre effectuee en 
utilisant des methodes derivees de la transformation des 
protoplastes de B . subtilis selon (11) ou des cellules 
vegetatives de B . thuringiensis comae decrit dans (12). 
2 q 1/ introduction de plasmides recombinants par un 

systeme de type conjugaison, peut etre realisee en 
utilisant B . thuringiensis comae souche hcte et B . subtilis 
ou Streptococcus faecal is comme souches de type donneur, 
en operant selon (13) et (14). 
2 5 En variante, les sequences de nucleotides sont 

introduites dans des microorganismes vivant dans 
1 1 environnement ou en association avec les plantes et 
capables d'exprimer des vecteurs recombinants renfermant 
ces sequences. L ' introduction peut etre effectuee dans 
2Q des micoorganismes tels que Pseudomonas en operant selon 
le procede decrit dans (17), par 1 * intermediaire de 
vecteurs plasmidiques contenant le transposon TnJ5 et le 
gene de la toxine, ou Azospirillum ou Rhizobium par 
1 1 intermediaire de vecteurs suicides derives du plasmide 
35 RP4 et de plasmides mobilisateur s fonctionnels chez les 
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bacteries gram negatives (pRK2013 par exemple) selon les 
procedes decrits dans (18). 

Les genes tronques sont seuls dans les souches 
de Bacilli , ou en variante sont associes A differents 
genes de 6-endotoxine ce qui permet d'obtenir des cris- 
taux synthetises par ces souches specif iquement toxiques, 
vis-a-vis d'especes donnees de Noctuelles, ou toxiques a 
la fois vis-a-vis des Noctuelles et d* insectes sensibles 
aux autres 8-endotoxines . Ces recombinaisons , effectuees 
in vitro ou ij\ vivo avec les sequences nucleotidiques de 
1* invention et d'autres genes de 6-endotoxines presentant 
des specificites toxiques differentes, conduisent a la 
construction de nouveaux genes codant pour de nouvelles 
proteines toxiques hybrides presentant un large spectre 
d'activite vis-a-vis des insectes. Ces nouveaux genes et 
ces nouvelles proteines entrent egaleaent dans le cadre 
de I 1 invention. 

Dans ces applications, les sequences nucleoti- 
diques de 1' invention peuvent etre transferees et 
exprimees dans des plantes sensibles a S . littoralis 
afin de diminuer les ravages causes par ces insectes. 

Parxni les plantes a proteger, on citera : 
le coton, le trefle, la tomate et la luzerne. 

Le transfert du gene tronque dans des plants de 
coton, peut etre realise par transformation mettant en 
jeu des souches telles que Agrobacterium comme decrit 
dans .( 15) . 

L'invention conceme en outre les cellules 
vegetales, les plantes et les graines renfermant les 
sequences nucleotidiques definies ci-dessus. 

Les cellules vegetales selon l'invention sont 
des cellules dont l€ genome, apres transformation par un 
procede non essentiel lement biologiqua, possede de fa<pon 
stable une sequence de nucleotides capable d^xprimer un 
polypeptide toxique vis-a-vis de S . littoralis , telle que 
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definie ci-dessus. L' invention concerne egalement les 
cellules vegetales issues de leur division. 

Les plantes selon 1 1 invention sont des plantes 
transformers par un procede non essentiellement bio- 
5 logique, ayant en particulier pour predateur 
S , litt oralis . dont le genome possede de fa^on stable une 
sequence de nucleotides telle que definie ci-dessus , 
capable d'expriraer un polypeptide toxique vis-a-vis de 
S , littoralis . II s'agit aussi de plantes issues de leur 
10 reproduction, de leur multiplication ou de croisements 
hybrides . 

Selon un autre aspect, 1' invention concerne des 
plantes ayant en particulier pour predateur S . littoralis . 
possedant en plus de leurs caracteres genotypiques et 
15 phenotypiques initiaux la propriete d'exprimer un poly- 
peptide toxique de maniere pr ef erentielle vis-a-vis de 
S . littoralis . cette propriete resultant de 1* insertion 
dans leur genome par manipulation genetique d'une 
sequence de nucleotides capable d'exprimer ledit 
20 Polypeptide. 

L' invention vise en outre des graines capa-bl-es 
de donner une plante telle que definie ci-dessus ou 
issues d'une telle plante, caracter isees en ce qu'elles 
ont integre dans leur genome, par manipulation genetique 
25 une sequence de nucleotide decrite plus haut. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1.' invention appraitront dans la suite de la description 
et en se reportant aux exemples dans lesquels : 

la figure 1 represente la carte de restriction des 
3Q plasmides pHTA6 et pHTE6 , 

la figure 2, la carte de restriction d'un gene d 1 une 
proteine de cristal de la souche aizawai 7.29 clone dans 
le plasmide pHTA2 et definissant les fragments d 1 ADN qui 
sont utilises comme sonde, 
35 - la figure 3, presente le fragment de 6 , 6kb clone dans 
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pHTA6 et le resultat d 1 une hybridation effectuee ejitre ce 
fragment et les sondes decrites dans la figure 2, 

la figure 4, la carte de restriction du plasmide 
pHT67 1 # et 

la figure 5, les photographies de tests d 1 immunodif- 
fusion. 

Les experiences d 1 hybridation realisees pour la 

mise en oeuvre de 1 1 invention ont ete effectuees a 42*C 

pendant 24 h. dans une solution contenant 5 x SSC, 30\ de 

formamide et 1 Denhardt (7) en presence de la sonde ADN 
32 

marquee au P. Les filtres sont laves a 42*C, 20 mn, en 
utilisant successi vement les solutions suivantes : 
5 x SSC dans 30\ de formarride, 5 x SSC, 2 x SSC, 1 x SSC 
et 0,5 x SCC avant sechage a temperature ambiante. 

gyEMPLE I - Construction d 1 une seq uence d 1 ADN de 3)cb 
^pvjypp contenant mi gene chimere d'une to xine insec- 
ticide 

Cette construction comprend : 
1/ la preparation de banques de genes de B . thuringiensis 
2/ la selection et la caracterisation des clones trans- 
formants renfermant les genes d'une proteine du cristal 
et des sequences nucleotidiques responsables de l f acti- 
vite larvicide f 

3/ recombinaison in vitro de ces sequences dans un 
vecteur de clonage avec construction du plasmide pHT671. 

Ces differentes etapes sont realisees comme 

suit : 

1 / Preparation de banques de genes de B. thuringiensis . 

L 1 ADN total des souches ai zawai 7-29 et 
entomocidus 6-01 de Bacillus thuringi ensis est purifie en 
utilisant la methode rapportee dans <1) et 50pg de chaque 
ADN purifie sont completement digeres avec 1 1 enzyme de 
restriction PstI . 
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L ' ADN digere par PstI est analyse par 61ec- 
trophorese horizontals sur gel d* agarose a 0,8\ et ties 
fragments d 1 ADN d'une taille de 5 a 8 kb sont recuperes a 
partir des gels d'agarose, par electroelution , de la 
maniere decrite dans (2). 

Les fragments d * ADN purifies de 5-8 kb de la 
souche aizawai 7-29 sont ligatures a 1 ' ADN du vecteur de 
clonage pUC18 digere par PstI selon (3). 

Les fragments d ' ADN purifies de 5-8 kb de la 
chaine entomocidus 6-01 sont ligatures a 1 * ADN du vecteur 
de clonage pUC9 digere par PstI . Les cellules de E . col i 
JM83 sont transformees avec le melange de ligature comme 
decrit dans (4) . 

Les clones trans formants de E . coli sont se- 
lectionnes sur milieu LB contenant 100 yg/ml d'ampicil- 
line. 

2/ Isolement et caracterisation des clones trans formants 

contenant les genes d'une proteine de cristal . 

A/ Criblage des cellules de E . coli transformees a 

l'aide d'un fragment interne d*un gene de la proteine du 

32 

cristal marque au P, utilise comme sonde : 

Des clones transf ormants contenant des plasmi- 
des recombinants portant le gene du cristal sont detectes 
par hybridation sur colonies, suivant la methode decrite 
25 dans (5), en utilisant comme sonde un fragment PvuII de 2 
kb du plasmide pBT 15-88 correspondant a une partie 
interne du gene de la proteine du cristal, situe sur le 
chromosome de la souche berliner 1715. 

B/ Caracterisation des plasmides recombinants pre- 

sents dans les clones qui reagissent avec la sonde ci- 
dessus . 

Deux plasmides " recombinants # pHTA6 et pHTE6 , 
isoles respectivement des banques de genes construites a 
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partir des souches aizawai 7-29 et entor.ocidu? 6-01 # pr6- 
sentent une hoinologie avec cette sonde. Dans chaque cas, 
un fragment d ' ADN d' environ 6,6 kb a ete clone. 

La carte de restriction des deux plasmides est 
5 donnee sur la figure 1 . La comparaison des sites de 
restriction montre que les deux fragments d ' ADN clones 
semblent identiques. 

Af in de delimiter les sequences cor respondant 

au gene de la 6-endotoxine , different* fragments d 1 ADN 
32 

10 mar< 3 u ^ s au P # provenant d'un gene du cristal preceden- 
ment caracterise, et clone dans le plasmide recombinant 
pHTA2 , sont utilises comme sondes. Ce dernier gene du 
cristal egalement originaire de la souche a i zawai 7-29 
code pour une proteine de 130 kd active contre P . bras- 

15 sicae mais pas contre S . littoralis . Ce type de gene pos- 
sede la meme carte de restriction que le gene de la 
6-endotoxine issu de la souche ber liner 17 15. Sur la 
figure 2, on a rapporte la carte de restriction de ce 
gene de la proteine du cristal de la souche de aizawai , 

2o 7.29 clone dans le plasmide pHTA2 . Les traits epais 
indiques au-dessus de la carte correspondent aux 
fragments utilises coazne sondes d 1 hybridation . 

Les plasmides pHTA6 et pHTE6 sont hydrolyses 
par differentes endonucleases de restriction, analyses 

25 par electrophorese horizontale sur gel d'agarose a 0,8\ 
et hybrides avec les differentes sondes. 

Le transfert de 1 1 ADN sur des filtres de nitro- 
cellulose est realise suivant la methode de SOUTHERN de- 
crite dans (6). L 1 hybridation est conduite a 42 # C pendant 

30 24 heures dans une solution contenant : SX SSC, 30% de 
formamide et un melange 1X Denhardt decrit dans (7) en 
presence d'une sonde d ' ADN marquee au P. Les filtres 
sont ensuite laves a 42 *C pendant 20 minutes, en uti- 
lisant successivement les solutions suivant-es : 5 SSC 

35 dans 50\ de formamide, 5 SSC, 2 SSC, 1 SSC et 0,5 SSC 
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avant d'etre seches a la temperature ambiante. 

Les resultats de ces experiences d ' hybridation 
sont resumes sur la figure 3. II apparait que chaque 
extremite 'des fragments d'ADN de 6,6 kb clones presente 
5 une homologie avec les sondes, Le fragment Pst l- Xpn l de 
1,5 kb reagissant avec la sonde n* 3 correspond a 1" ex- 
tremite 3* d'un gene de la proteine du cristal present a 
la fois dans les souches aizavai 7-29 et ejitomocidus 
6-01. Comme il est indique sur la figure 3 # l^s sondes n* 

„~ 1 et n* 2 correspondant a l'extremite 5' du gene de la 6- 
endotoxine de pHTA2 , s'hybrident avec le fragment 
Hind lll- Hinc II de 1,1 kb contenu dans le plasmide pHTA6 . 
La sonde n # 3 qui couvre l'extremite 3 1 du gene de la 8- 
endotoxine de pHTA2 , s'hybride avec le fragment 

15 Hind lll-P.StI de 0,4kb contenu dans le plasmide pHTA6 . II 
doit etre note qu 1 un faible signal d 1 hybridation est 
obtenu avec la sonde n* 2 alors que les deux autres 
sondes donnent des signaux facilement detectables. 

A pa^tir de ces resultats, les inventeurs ont 

20 etabli que le fragment d 1 ADN Hind lll-PstI de 3 kb cor- 
respond a une- grande partie d'un gene de la ^-endotoxine 
qui commence pres du site Hindlll central. II apparait 
clairement au vu des resultats des experiences d 1 hybri- 
dation que le gene de la 6-endotoxine presente des dif- 

25 ferences substantielles avec ceux caracterises dans I'art 
anterieur. Sur la base de ces resultats il a ete decide 
de doner le fragment de 3 kb Hind lll- Pst I dans le 
vecteur pUC9 . 

3 / Construction du plasmide pHT 671 contenant un gen-e 
3Q chimere de la toxine insecticide reconstitue . 

Le fragment d 1 ADN Hind lll- Hinc II de 1,1 kb issu 
du plasmide pHTE6 et le fragment d ' ADN Kinc II- Pst l de 
1 , 9kb issu du plasmide pHTA6 sont purifies sur gels 
d 1 agarose . 
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Des quantites egales des deux fragments d'ADN 
purifies et de l'ADN de pUC9 digere avec Hind lll et Psfr l 
sont melangees et ligaturees. Le melange de ligature est 
utilise pour transformer des cellules competentes de 
E . col i JM83, puis les cellules transf ormees de E. coli, 
sont selectionnees sur milieu LB contenant de l'ampi- 
cilline. L'un des clones recombinants interessant examine 
contient un plasmide designe par pHT6?1, dont la carte de 
restriction a ete determinee et est representee sur la 
figure 4. Ce plasmide (pHT671) contient un fragment d'ADN 
de 3 kb insere dans le vecteur pUC9. Cette sequence d ' ADN 
a la meme carte de restriction que les fragments 
Hind lll- Pst I de 3 kb contenus dans les plasmides pHTA6 et 
pHTE6, mais correspond a une molecule d'ADN reconstitute 
construite par recombinaison in vitro a partir de se- 
quences d'ADN provenant des souches aitawaj 7-29 d'une 
part et entomocidus 6-01 d* autre part. 

EXEMPLE II : Etude de la sequence nucleot idioue de la 
region du promoteur et de la region codant pour la partie 
20 NH ^ terminale de la S-endotoxine active contre les 
Noctuidae , 

Le fragment Hind lll- Hinc II de pHT671 est se- 
quence conf ormement a la methode decrite dans (8) en 
utilisant un systeme M13. Pour obtenir des fragments 
25 d'ADN clones se chevauchant partiellement qui seront 
utilises dans le sequen^age de 1 ' ADN , on a recours a la 
methode de sous-clonaqe par deletion dans M13, develcppee 
par DALE £i al (9). 

La sequence de 940 nucleotides du fragment 
3 0 Hind lll- Hinc II qui est d'une longueur d'environ 1 kilo- 
base correspond a 1 * enchainement I ci-dessus. 

L' analyse de cette sequence montre que la plus 
grande phase ouverte de lecture commence a la position 
2-M et qu'un site potentiel de liaison aux ribosomes 
35 GGAGG se trouve six paires de base en amont de ce codon 
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ATG (position 230 a 235). La region localisee entre les 
nucleotides 137 et 177 (position -103 a -63 en amont du 
codon ATG) est fortement homologue a la region presente 
en amont " du gene du cristal de la souche kurstaki H0 1 
5 Dipel (BTK) sequencee par WONG et al (1983) et decrite 
dans (16) et dont les auteurs ont montre qu'elle contient 
trois promoteurs Btl . Btll . et fonctionnels dans 

B . thurinoiensis et E . coli respectivement . La comparaison 
entre les sequences en acides amines deduit^s des 750 
premiers nucleotides des genes de BTK et pHT671, montre 
que ces polypeptides presentent des differences signi- 
ficatives au niveau de la moitie N-terminale de la 
partie active issue de la protoxine (seuleroent 66\ 
d'homologie stricte). II est important de noter que c'est 
la premiere fois qu 1 un gene de la 6-endotoxine isole a 
partir d'une souche active contre les lepidopteres code 
pour un polypeptide qui presente des differences substan- 
tielles dans cette region. En effet, ce domaine N-termi- 
nal apparait fortement conserve (plus de 97% d'homologie 

2Q stricte) parmi tous les genes du cristal actifs sur lepi- 
dopteres qui ont ete sequences jusqu'a present. Par ail- 
leurs, les inventeurs ont montre que le taux de variabi- 
lity est du meme ordre si l'on considere les sequences 
nucleotidiques de pHT671 et des autres genes de type 

25 lepidopteres . 

EXEMPLE III : Construction d'une sequence d \ ADN de 2 , 7.kb 
environ contenant un gene d'une toxine larvicide . 

Pour realiser cette construction on a utilise 
1 1 ADN de la souche ai2awai 7.29 de B . thur ingiensis 

2Q jusqu'a l'etape de realisation du plasmide pHTA-6 telle 
que decrite dans 1 ' exemple I. 

Le fragment Hind- III- Pst l d 1 environ 2 # 7kb obtenu 
a partir du plasmide pHTA6 a ensuite ete sous-clone dans 
le vecteur pUC9, prealablement hydrolyse par les enzymes 

35 de restriction Hind lll-PstI . pour donner le plasmide 
pHT7 1 . 
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pXEMPLE IV : Etude de la sequence de nucleotides 
constituant le plasaide pHT7 1 codant pour un polypeptide 
toxigue vis-a-vis des larves de lesidopteres de 1^ 
jamillg <3es HgctueUgg. 
5 Le fragment Hind III-Pst-I de 2,7kb de pHTAS , 

qui a ete sous-clone dans pHT7 1 , a ete sequence par la 
technique de Sanger &1.(8) en utilisant le phage 

M13mp19 et le systeme de sous-clonage par deletions 
developp6 par Dale al(9). Ce systeme permet d'obtenir 

^0 des phages M13 contenant une serie de fragments d'ADN se 
chevauchant par tiel 1 ement et qui peuvent etre utilises 
pour le sequengage de l'ADN. 

La sequence de nucleotides de ce fragment de 
2,7kb qui correspond a 1 ' enchainement (III) donne ci- 

15 dessus, a ete determinee sur les 2 brins d'ADN, exception 
faite des 212 derniers nucleotides (position 2500 a 2711) 
qui n'ont ete sequences que sur 1 seul bxin. 

La sequence nucleotidique de ce fragment 
Hinc^ -III- Pst l a une longueur de 2711 nucleotides. Ce • 

20 fragment contient le proooteur potentiel ainsi que la 
plus grande partie du gene de la 6-endotoxine active sur 
S . littoralis . 

EXEMPLE V : Etude de la toxicite specifique des clones 
recombinants de E.coli JM83 (pHT671) et JM83 (pHT71) 

25 contre S . 1 ittoralis . 

La toxicite des clones recombinants de E . coli 
JM83 contenant pHT671 et de E.coli JM83 contenant pHT71 a 
ete determinee par des tests biologiques sur des che- 
nilles de l'espece P . brassicae et S . littoralis comme 

30 decrit par LECADET et MARTOURET dans (10). Les resultats 
ont ete compares avec la toxicite specifique des pro- 
teines de cristal natives et purifiees a partir des sou- 
ches berliner 1715 et aizawai 7-29 entomocidus 6.01 B 
cereus 569 (contenant le plasmide pBT45 # pAMpD contre 

35 les deux especes d'insectes. La toxicite specifique du 
clone recombinant et des souches de B . thuringiensis est 
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exprimee en termes d ,- indice de specificity" defini 
precedemment . 

Les resultats obtenus sont rapportes dans le 
tableau 1" ci-apres . 

5 Dans ce tableau, pour des souches de E.coli . la 

concentration 1 correspond a une culture bacterienne de 
14 heures concentree 20 fois, desintegree par ultrasons ; 
pour les souches de B . thurinqiensis la concentration est 
exprimee en pg de proteine cristal par pi de preparation. 

Q L # activite toxique des preparations a et6 testee par 
ingestion forcee sur des chenilles au cinquieme stade de 
devcloppement avec 5 pi de preparation, ou par une 
technique d 1 ingestion libre en utilisant des larves au 
deuxieme stade de developpement . 

15 



20 



25 



30 



35 



WO S5/098I2 



PC7/FR8S/00292 



33 

TABLEAU 1 

Toxicite comparee d'un clone recombinant et de deux 
souches de B . th ur i ng 1 en s 1 s vis-a-vis it S. lit to rails 
et P.brassl cae . 



20 



25 



Souches et 
plasmides 


S.littoralis P. 


brass lcae 


Indice 
CL50 S 
CL50 P 


de speclficite 
.littoralis 
.brass icae 




CL50 

2eme stade 
1 arva ire 


CL50 

Seme stade 
larva ire 


CL50 

Seme stade 
larva ire 






JM83 (pUCl8) 


> i 


> i 


> 1 






JM83 (pHT671) 


0,06 


0,13 


0 72 
* * 




0 2 


JM83 (pHTA2) 


> 1 


> .1 


0,03 




> 30 


JM83 (pHTAO 


> 1 


> 1 


> 1 






JM83 (pHT71) 


ND 


0.5 


> 1 




< 0.5 


berlincr 1715 
cristaux natifs 


ND 


0.11 


0.007 




15.7 


aizavai 7,29 
cristaux natifs 


*ND 


0.02 


0.06 




•0.5 


entomocidus 601 
cristaux natifs 


ND 


0.028 


0.012 




2.3 


B.cereus 569 
lpBTW,pAMj31) 


ND 


0,38 


0,056 
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L'examen des valeurs de CL50 resumees dans ee 
tableau 1 montre que les extraits de proteine des clones 
recombinants JM83 (pHT671) et JM83 (pHT71) sont prefe- 
rentielleme*nt toxiques contre S . littoralis . En second 
lieu une comparaison des valeurs de l'indice de spe- 
cif icite montre que I'activite larvicide des clones re- 
combinants est plus specif ique a raison de 2,5 tois en- 
vers S . littoralis que les proteines du cristal natives de 
la souche aizawai . Par ailleurs, les clones recombinants 
de JM83 (pHT67l) et JM83 <pHT71) sont tres actifs contre 
un autre insecte de la famille des Noctuidae, Mamestra 
brassicae (pour le clone JM83 (pHT67l) par exemple, la 
valeur CL50 est de 0,02, en utilisant des larves du 
deuxieme stade de developpement ) . 

Ces deux resultats montrent que le gene de la 
toxine larvicide construit et clone dans les plasmides 
PHT671 et pHT71 code pour une proteine specif iquement 
active contre S .littoralis , 

D'autres preparations obtenues a partir de 
clones recombinants contenant des plasmides portant des 
genes codant pour d'autres types de 6-endotoxines ( pHTA2 
et pHTA4 ) ne sont pas actives sur S . littoralis : on peut 
voir que le plasmide pHTA2 code pour une 8-endotoxine 
specif iquement active sur P . brassicae alors que le plas- 
mide pHTA4 code pour une 6-endotoxine dont 1' insecte 
cible n'a pas encore ete identifie. On peut egalement 
voir que les inclusions cristallines produites par une 
souche de Bacillus cereus qui a xegu le plasmide pBT45, 
un des plasmides de la souche aizavai 7-29 qui porte 
aussi un gene de 6-endotoxine (le gene d'orijine 
plasmidique de la souche aizawai 7*29), sont egalement 
specif iquement actives sur P . brassicae . 

Des resultats similaires sont obtenus en 
utilisant, a la place des extraits bacteriens bruts , des 
3 5 extraits proteiques solubles prepares a partir de 
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differents clones recombinants de E . co 1 i . 

Sur la base des valeurs de la CL50 rapportees 
dans le tableau ci-dessus et d * un poids individuel moyen 
de 41 mg par larve L5 (cinquieme stade larvaire) de 
S . littoralis , la valeur de la DLSO a ete estimee a 2, Aug/ 
gramme de larve pour les cristaux natifs de la souche 
aizawai 7-29. 

Sur ces memes bases et sur la base de facteurs 
d 1 equivalence permettant de passer de la masse bacte- 
rienne totale a la quantite de proteines specifiques (2\ 
environ des proteines totales chez E . coli JM83 (pHT671) # 
la DL50 correspondant a la toxine produite par I 1 expres- 
sion chez E . coli JM83 du gene selon 1' invention clone 
dans le plasmide pHT67 1, a ete deterainee et estimee a 
une valeur proche de 5,5 a 6 pg/granune de larve. 

Sur ces memes bases et apres determination de 
la CL50 d 1 extraits proteiques solubles prepares a partir 
de cultures broyees de E . coli JM83 (pHT671) f la valeur de 
la DL50 correspondant a la toxine presente dans ces 
extraits a ete estimee a 4,15 pg/gramme de larve. 

Dans* les deux cas et part iculierement dans le 
cas des broyats de E . col i , les valeurs de DLSO calculees 
sont approximatives et superieures a celle des cristaux 
natifs, puisqu'il ne s'agit pas de toxine purifiee. 
Cependant ces donnees indiquent sans ambiguite que le 
gene exprime par pHT67 1 determine une 5-endotoxine pre- 
sentant la specif ici te vis-a-vis de S . littoralis . En 
effet, le meme type d'estimation realise avec des 
extraits de E . coli JM83 ( pHTA2 ) pcrtant un gene de 
6-endotoxine de specificite differente conduit a des 
valeurs 30 a 50 fois superieures de la DLSO des extraits 
solubles, vis-a-vis de S.. littoralis (135 a 350 pg/gramme 
de larve) . 

Les donnees qui precedent permettront aisement 
a I'homme de l'art d'elaborer des compositions larvicides 
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actives avec les proteines de 1' invention. 

D'autres experiences de toxicite ont ete 
realisees en utilisant des larves au deuxieme stade 
larvaire ae M.brassicae. S . f rugjperda et S . littoral i ? , 
5 Les resultats obtenus, exprines en teraes de LC 50 comae 
defini pour le tableau 1, sont donnes dans le tableau 2. 
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II ressort de I'examen du tableau 2 que les 
extraits bacteriens bruts du clone recombinant JM83 
(pHT67 1) sont toxiques vis-a-vis de M . brassicae et de 
S , littoralis (les valeurs de CL50 sont respectivement de 
5 0,02 et 0,03) et faiblement toxiques vis-a-vis de 
S . f rugjperda (CL50 de 0,5). 

Les extraits du clone recombinant E.coli JM83 
(pHTA2) sont faiblement actifs a 1'egard de S . f rugjperda 
et de S ; littoralis et pas du tout toxique a 1'egard de 
M . brassicae , Les extraits du clone recombinant JM83 
(pHTA4) ne sont pas toxiques vis-a-vis de M . brassicae et 
de S . littoralis et sont faiblement toxiques a 1'egard de 
S . f rugjperda . 

Ces resultats confirment la forte toxicite 
15 specifique des proteines obtenues a partir de pHT71 et de 
pH671 a 1'egard de S , littoralis et montrent que cette 
classe de proteine de cristal est aussi tres active a 
I'egard de M . brassicae . 

EXEMPLE VI : Etude de la specificite des polypeptides 
exprimes par les clones formes par introduction des 
plasmides PHT671 et PHT71 dans E.coli . 

Cette etude a ete realisee grace a des tests 
d * immuno-dif fusion . Les resultats sont rapportes sur la 
figure 5 (qui comprend les figures 5A et SB). 

La mise en oeuvre de 1* experience d' immuno- 
dif fusion a ete realisee conf ormement au protocole 
suiyant : 

Des extraits solubles de proteines de clones 
E . coli contenant les plasmides pHT67l, pHTA4, pHTA2 ou 
pHT7 1, pUC18 ont ete places respectivement dans les pui-ts 
n* 2, 3, 4, 5, 6. Un echantillon d ' un cristal purifie 
solubilise de aizawai 7^29 a* ete place dans le puits n* 1 
afin de servir de controle positif. 

Dans le test rapporte sur la figure 5A un 
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antiserum contre toutes les 5-endotoxines d« aizawai, 
7^29, contenant des anticorps de lapin diriges contre les 
proteines du cristal solubilisees a ete utilise et place 
dans le puits central. 

Une ligne d * immunoprecipitation a ete observee 
dans tous les cas excepte dans le cas de I'extrait de 
E . coli contenant le vecteur plasmidique seul (puits n* 
6) . 

On a remarque que les lignes d 1 immunoprecipi- 
tation issues des puits n* 4 et n* 5 croisent, ce qui 
montre que les produits codes par les plasmides pHTA2 et 
pHT71 respectivement presentent des determinants anti- 
geniques dif f erents . 

Dans le test rapporte sur la figure SB, I'anti- 
serum utilise contenait des anticorps polyclonaux de 
lapin contre les proteines du cristal de berliner 1715. 

Une ligne d ' immunoprecipitation a ete observee 
avec les extraits de E. coli JM83 (pHTA4) (puits n # 3) 
JM83 (pHTA2) (puits n # 4). En revanche les clones E . coli 
JM83 (pHT71) (puits n % 5) JM83 (pHT671) (puits n* 2) ou 
JM83 (pUC9) (puits n* 6) ne donnent pas d ' immunoprecipi- 
tation . 

On peut en deduire qu^e les geaes du cristal 
isoles dans pHTA4 et pHTA2 expriment des polypeptides 
ayant des determinants antigeniques communs avec les 
proteines du cristal de berliner 1715, souche qui n 1 est 
pas specif iquement active vis-a-vis de S, littoralis . 

En revanche, les extraits bruts de E . coli 
contenant les plasmides pHT67l et pHT71 contiennent des 
polypeptides ayant des determinants antigeniques communs 
avec les proteines du cristal de la souche aizawai 7.29, 
qui ne sont pas lies sur le plan iiLounogene avec les 
proteines du cristal de la souche berliner 17 15. 

Ces resultats confirment ceux donnes precedem- 
ment en rapport avec la specificite des genes isoles dans 
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les plasmides pHT71 et pHT671. 

Des essais de precipitation antigene-anticorps 
ont permis de determiner le niveau d' expression des genes 
de 6-endotoxine dans differents clones recombinants. 

Les resultats obtenus ont montre que la 
proteine du cristal represente entre 7 et 10\ de pro- 
teines cellulaires totales de E. coli JM83 (pHTA2), entre 
2 et 3\ dans E.coli JM83 (pHT67 1) et entre 0,5 et ^\ dans 
Ecoli JM83 (pHTA4) et E.coli . JM8 3 (pHT71). 
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REVENDI CAT IONS 

1/ Sequence de nucleotides codant pour au moins 

une partie de la region N-terininale d'un polypeptide to- 
xique de maniere specifique vis-a-vis de larves de lepi- 
dopteres de la famille des Noctuelles, de preference 
vis-a-vis de S . 1 ittoralis , caracterisee par sa ^capacite 
d ' hybridation avec un gene capable d'exprimer un poly- 
peptide toxique vis-a-vis de larves de S . 1 ittoralis . 
2/ Sequence de nucleotides de 3 kb environ corres- 

pondant au fragment de restriction Hind lll- Pst I provenant 
de B . thuringiensis capable de s'hybrider avec les sondes 
1, 2, 3 de pHTA2 rapportees sur la figure 2. 
3/ Sequence selon la revendication 1 ou 2, 

caracterisee en ce qu'elle comporte des sites dans 
l'ordre suivant : 

Hind III - Hinc II - fifll II - Kpn I- Hind III - £s£ I - 
4/ Sequence de nucleotides selon 1 1 une quelconque 

des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est 
obtenue in vitro a partir d'une souche unique de 
B . thuringiensis . 

5/ Sequence de nucleotides selon la revendication 

4, caracterisee en ce que la souche de B . thuringiensis 
est la souche aizawai 7.29. 

6/ Sequence de nucleotides selon l'une quelconque 

des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est 
obtenue par r ecombinaison genetique in vitro de sequences 
d ' ADN de deux souches differentes de B . thuringiensis . 
7/ Sequence selon la revendication 6, caracterisee 

en ce que les 2 souches de B . thuringiensis correspondent 
respectivement aux souches entomocidus 6-01 et aizawai 
7-29. 

8/ Sequence de nucleotides, caracterisee en ce 

25 qu'elle code pour un polypeptide capable de former un 
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complexe immunologique avec des anticorps diriges contre - 
des polypeptides a activite larvicide vis-a-vis de 
S . littoral is . 

9/ -Sequence de nucleotides caracterisee en ce 

qu'elle a la capacite de s'hybrider avec une sonde formee 
a partir de la sequence (I) presentant 1 ' enchainement 
suivant : 
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CTC TIC TTC ACA CCC CTA CCA ACA TAA TCC CTC AAT TTT AAA TAT CCC CCA TAT ATT CAT 
112 

ATT TTA T A A AAT TTC TT A CCT TTT TTC TAT TTT TTC ATA ACA TCT CTC ATA TCT ATT AAA 

TCC TCC'TAA TCA AAA ACA CTA TCA AAC TAT CAC AAC TTT CCT ACT TTA ATA AAA AAA CCC 

232 

ACC TAT TTT ATC CAC C A A AAT A AT CAA AAT CAA TCC ATA CCT TiC AAT TCT TTA ACT AAT 

292 

CCT CAA CAA CTA CTT TTC CAT CCA CAA CCC ATA TCA ACT CCT AAT TCA TCA ATT CAT ATT 

352 

TCT CTC TCA CTT CTT CAC TTT CTC G T A TCT AAC TTT CTA CCA CCC CCA CCA TTT TTA CTT 
612 

CCA TTA ATA CAT TTT CTA TCC CCA ATA CTT CCC CCT TCT CAA TCC CAT CCA TTT CTA CTA 
U72 

CAA ATT CAA CAA TTA ATT AAT CAA ACA ATA CCT CAA TTT CCT ACC AAT CCT CCT ATT CCT 

532 

AAT TTA CAA CCA TTA CCA A AC AAT TTC AAT ATA TAT CTC CAA CCA TTT AAA CAA TCC CAA 

592 

CAA CAT CCT AAT AAT CCA CAA ACC ACC ACC ACA CTA ATT CAT CCC TTT CCT ATA CTT CAT 

652 

CCC CTA CTT CAA ACC CAC ATT CCT TCC TTT CCA ATT TCT CCA TTT CAA CTA CCCCTT TTA 
712 

TCC CTT TAT CCT CAA CCC CCC AAT CTC CAT CTA CCT ATA TTA ACA CAT TCT CTA ATT TTT 
772 

CCA CAA ACA TCC CCA TTC ACA ACC ATA AAT CTC AAT CAA AAC TAT AAT ACA CTA ATT ACC 

832 

CAT ATT CAT CAA TAT CCT CAT CAC TCT CCA AAT ACC TAT AAT CCC CCA TTA AAT AAT TTA 

892 

CCC AAA TCT ACC TAT CAA CAT TCC ATA ACA TAT AAT CCA TTA CCC ACA CAC TTA ACA TTC 

952 

ACT CTA TTA CAT ATC CCC CCT TTC TTT CCA AAC TAT CiC 



cu a partir de la sequence (III) presentant 1 ' ench a i nemen c 
s u i v a n t : 
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10/ Sequence de nucleotides codant pour un poly- 

peptide toxique de maniere specifique vis-a-vis des 
larves de lepidopteres de la famille des Noctuelles, de 
preference vis-a-vis de S . littoralis . caracterisee en ce 
qu'elle comprend 1 4 enchainement (I) ou (III) defini a la 
revendication 9. 

11/ Sequence de nucleotides selon la revendication 

9 ou 10, caracterisee en ce qu'elle presente un codon 
d' initiation ATG situe en position 241. 

12/ Sequence selon l'une quelconque des revendi- 

cations 9 a 11, caracterisee par un site de liaison aux 
ribosomes GGAGG en positions 230 a 234. 

13/ Sequence selon 1 1 une des revendications 10 a 

12, caracterisee en ce qu'elle comporte la sequence com- 
prise entre les nucleotides en position 137 et 177 
(position -103 a -63 en amont du codon d* initiation ATG) 
qui est '.homologue a raison d* environ au »oins 70% a la 
region presente en amont du gene du cristal de la souche 
Xurstaki -HD1 Dipel (BTK) qui contient les trois promo- 
teurs Btl, BTII et Ec fonctionnels dans B. thuringiensis 
et E . coli respectivement . 

14/ Sequence de nucleotides, caracterisee en ce 

qu'elle code pour un polypeptide comprenant la sequence 
(II) d'acides amines ci-apres : 
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rtET CLU CLU ASN ASN CLN ASH CLH CY5 ILE PRO TYR ASN CYS LEU SER ASH 
HO CLU CLU YAL LEU LEU ASP CLY CLU ARC HE SEA THR CLY ASH SER SER I LE ASP IL€ 
SER LEU SER LEU VAL CLN PHE LEU VAL SER ASN PHE VAL PRO CLY CLY CLY PHE LEU YAL 
CLY LEU I LE ASP PHE VAL TRP CLY ILE VAL CLY PRO SSRCLN TfiP ASP ALA PHE LEU VAL 
CLH ILE CLU CLN LEU ILE ASN CLU ARC ILE ALA CLU PHE ALA ARC A S N ALA ALA ILE ALA 
ASM LEU CLU CLY LEU CLY ASN ASN PHE ASN ILE YYR VAL CLU ALA PHE LY5 CLU YRP CLU 
CLU - ASP PRO ASN ASN PRO CLU THR ARC THR ARC YAL ILE ASP ARC PHE ARC ILE LEU ASP 
CLT LEU LEU CLU ARC ASP ILE PRO SER PHE ARC ILE SER CLY PHE CLU VAL PRO LEU LEU 
SER YAL TYR ALA CLN ALA ALA ASN LEU HIS LEU ALA ILE LEU ARC ASP SER YAL ILE PHE 
CLY CLU ARC TRP CLY LEU THR THR ILE ASN YAL AS N CLU ASN TfR ASN ARC LEU ILE ARC 
HIS ILE ASP CLU TYR ALA ASP HIS CYS ALA A$N THR TYR ASN ARC CLY LEU ASN ASN LEU 
PRO LYS SER THR TYR CLN ASP TRP ILE THR TYR ASN ARC LEU ARC ARC ASP LEU THR LEU 
T MR VAL LEU ASP ILE ALA ALA PHE PHE P«0 ASN TYR ASP 

ou qu'elle code pour un polypeptide comprenanc la sequence (IV) 
d'acides amines ci-apres 
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15/ Vecteur recombinant d' expression et de clonage 

comportant au moins une partie de la sequence nucleoti- 
dique telle que definie dans l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 14. 
5 16/ Plasmide selon la revendication 15 caracterise 

en ce qu'il s'agit de pHT671 tel que represents sur la 
figure 4, ou de pHT71 coaprenant un fragment d'ADN 
Hind lll- Pst I constitue uniquement d'ADN provenant de la 
souche aizawai 7^29. 
1C 17 / Souches bacteriennes modifiees, caracter isees 

en ce qu'apres transformation elles comportent une se- 
quence de nucleotides selon 1'une des revendications 1 a 
14. 

18/ Souche bacterienne selon la revendication 17, 

<J5 caracterisee en ce qu'elle comporte au moins un vecteur 

recombinant selon la revendication 15 ou 16, 
- 19/ Polypeptide toxique vis-a-vis des larves de le- 

pidopteres et de maniere pref erentielle vis-a-vis de 

S . litt oralis . caracterise en ce qvTil est capable de 
2o former un complexe immunologique avec des anticorps 

diriges contre des polypeptides a activite larvicide 

vis-a-vis de S . littoralis . 

20/ Polypeptide selon la revendication 19, ca- 

racterise en ce qu'il comprend la sequence (II) ou la 
25 sequence (IV) d'acides amines definies dans la reven- 
dication 14 . 

21/ Procede d'obtention d'une sequence nucleoti- 

dique codant pour au moins une partie de la region 
N-terminale d ' un polypeptide toxique de maniere speci- 
33 fique vis-a-vis de larves de lepidopteres de la famille 
des Noctuelles, de pref erence.. vis-a-vis de S . littoral is f 
caracterise par les etapes suivantes : 

la realisation d'une hybridation entre d'une part une 
sequence de nucleotides d'une souche de B . thuringiensis 
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15 



56 

active contre S . 1 i ttoral is et d 'autre part, une ou plu- 
sieurs sequences de nucleotides utilisees comme sondes 
provenant de " la partie 5' d'un fragment de restriction 
d 1 un gene d'une 6-endotoxine de B . thurinaiensis cette 
partie codant pour la partie N-terminale d'un polypeptide 
toxique vis-a-vis des lepidopteres et provenant de la 
partie 3' de ce fragment codant pour la partie COOH du 
polypeptide, 

- " 1 ' isolement du fragment, 

- son clonage dans un vecteur, suivi de sa purification. 
22/ Procede selon la revendication 21, caracterise 
en ce que les sondes d 1 hybridation utilisees sont obte- 
nues a partir d ' un gene d'une 6-endotoxine provenant 
d'une souche aizawai 7-29 codant pour une proteine de 
130kDa active contre P . brassicae et inactive vis-a-vis de 
S . littoralis ■ ce gene ayant ete clone dans le plasmide 
recombinant pHTA2 . 

23/ Procede selon la revendication 21 ou 22, ca- 

racterise en ce que le fragment recombine au vecteur dans 
1 ' etape de clonage est elabore a partir d'au moins une 
sequence de nucleotides issue d'au moins un vecteur 
recombinant contenant une sequence de nucleotides d'au 
moins une souche de B.thuringiensis , 

24/ Procede selon la revendication 23, caracterise 

en ce que le fragment recombine au vecteur dans 1 1 etape 
de clonage est elabore a partir de plusieurs sequences de 
•nucleotides issues de vecteurs recombinants contenant des 
sequences de nucleotides d'au moins 2 souches differentes 
de B . thuringiensis , possedant les memes cartes de 
restriction et contenant elles-memes tout ou partie des 
sequences de nucleotides capables de coder pour un 
polypeptide actif de maniere prefer entielle vis-a-vis de 
S .littoralis . 

25 / Procede selon la revendication 23, caracterise 

35 en ce que le fragment recombine au vecteur dans 1' etape 
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de clonage est £labore a partir d'un fragment de res- 
triction Hind lll- Pst I provenant de la souche aizawai 
7.29. 

26/ Procede selon la revendication 24, caracterise 

5 en ce que le fragment recombine au vecteur dans 1 % etape 
de clonage est elabore a partir d ' un fragment de res- 
triction Hind lll- Hinc II provenant de la souche entomo- 
cidus 6-01 et d'un fragment de restriction Hinc II- Pst I 
provenant de la souche aizawai 7-29. 

10 27/ Procede selon la revendication 22, caracterise 

en ce que le fragment de restriction recombine selon la 
revendication 25 est porte pref erentiellement par un 
plasmide pHTA6 et les fragments de restriction recombines 
selon la revendication 26, Hind lll- Hinc II et Hinc II- Pst I 

1 5 sont portes pref erentiellement par les plasmides recom- 
binants respectifs pHTE6 et pHTA6 , lesdits plasmides 
pHTA6 et pHTE6 etant tels qu'isoles a I'aide d'une sonde 
constitute par un fragment Pvu II de 2Xb du plasmide 
pBT15-88 correspondant a la partie interne d'un gene du 

2o cristal chromosomique de la souche berliner 1715, a 
partir de clones transf ormants renfermant des sequences 
nucleotidiques issues de souches B . thuringiensis actives 
vis-a-vis de larves de lepidopteres inter-alia de 
S . littoralis . 

25 28/ Composition larvicide a activite pref er entiel le 

vis-a-vis de S. littoralis . caracterisee en ce qu'elle 
renferme une quantite efficace de polypeptide tel que 
defini dans 1'une quelconque des revendications 19 a 20 
exprime par les sequences nucleotidiques selon 1 1 une des 

3q revendications 1 a 14, le vecteur selon la revendication 
15, ou le plasmide selon la revendication 16, ou la 
souche bacterienne selon rune quelconque des revendica- 
tions 17 ou 18. 

29/ Application des sequences de nucleotides selon 

35 l'une quelconque des revendications 1 a 14 pour produire 
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un polypeptide toxique vis-a-vis de lepidopteres , de pre- 
ference S . littoralis , dans des microorganismes capables 
d'exprimer des vecteurs recombinants renfermant ces se- 
quences tels que E . coli . B . subtilis . B . cereus ou 
B , thur inaiensis . 

30/ Application selon la revendication 29, caracte- 

risee en ce que les sequences de nucleotides sont 
introduites dans des microorganismes vivant dans 1 1 en- 
vironnement ou en association avec les plantes, tels que 
Pseudonionas , Azospirillum ou Rhizobium et capables d ' ex- 
primer des vecteurs recombinants renfeiniant ces se- 
quences. 

31/ Application selon la revendication 29 ou 30, 

caracterisee en ce que les sequences de nucleotides sont 
15 introduites dans des microorganismes en association avec 
differents genes de 5-endotoxine . 

32/ Application des sequences nucleotidiques selon 

I'une quelconque des r evendications 1 a 14 a la trans- 
formation des plantes sensibles a S , 1 ittoralis . caracte- 
risee en ce qu'elle comprend le transfert et 1 'expression 
de ces sequences dans ces plantes. 

33/ Cellules vegetales dont le genome, apres trans- 

formation par un procede non essentiellement biologique, 
possede de fagon stable une sequence de nucleotides ca- 
pable d'exprimer un polypeptide toxique vis-a-vis de 
S . littoralis , telle que definie dans l'une quelconque des 
xevendications 1 a 14 et, cellules issues de leur di- 
vision. 

34/ Plantes ayant en particulier pour predateur 

S . 1 itt oralis , transf ormees par un procede non essentiel- 
lement biologique, dont le genome possede de fagon stable 
une sequence de nucleotides, telle que definie dans 1 * une 
quelconque des revendications 1a 14, capable d'exprimer 
un polypeptide toxique vis-a-vis de S . littoralis et, 
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plantes issues de leur reproduction, <Je leur multipli- 
cation, ou de croisements hybrides. 

35/ Plante ayant en particulier pour predateur 

S . littoralis , possedant en plus de leurs caracteres 
5 genotypiques et phenotypiques initiaux la propriete 
d'exprimer un polypeptide toxique de maniere preferen- 
tielle vis-a-vis de S . littoralis . cette propriete 
resultant de 1" insertion dans son genome par manipulation 
genetique d'une sequence de nucleotides capable d'ex- 

10 primer ledit polypeptide. 

36/ Graine capable de donner une plante selon la 

revendication 34 ou 35 ou issue d'une telle plante, ca- 
racterisee en ce qu'elle a integre dans son genome, par 
manipulation genetique une sequence de nucleotides selon 

«c 1 ' une quelconque des revendications 1 a 14. 
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